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CLASIFICACION ASISTIDA POR MARCADORES 
MOLECULARES PARA DIFERENCIACION DE BIOTIPOS CON 

CARACTERISTICAS DE MALEZA Y CULTIVARES 
COMERCIALES DE ARROZ 

Resumen 

El objetivo de este trabajo es ajustar un sistema de clasificacion asistida 

par marcadores moleculares para diferenciacion de biotipos de arroz rojo e 

identificacion de sus hfbridos respecto a cultivares de arroz. Los diferentes 

biotipos de arroz rojo constituyen poblaciones anuales de Oryza sativa L. 
con caracterfsticas tfpicas de malezas y cuyas semillas usualmente 

presentan pericarpio con coloracion rojiza . Dichos biotipos se encuentran 

frecuentemente bajo cond iciones de siembra directa en las mayores areas 

de cultivo de arroz; ademas de presentar similaridad con cultivares de los 

subgrupos Indica o Japonica de arroz, existen evidencias de flujo genetico 

con arroz cultivado que dificultarfa Ia diferenciacion morfo-fisiologica 

respecto a cultivares de arroz. 

Los microsatelites mapeados en el genoma de arroz que fueron 

utilizados en este trabajo (RM215, RM251 , RM253 y RM234) se 

seleccionaron en base a estudios previos (Gealy et al , 2002) que indicaban 

una posible diferenciacion maleza-cultivar para poblaciones de arroz 

cultivadas en EEUU. Los alelos existentes para estos 4 microsatelites 

fueron determinados en una muestra de cultivares uruguayos y accesiones 

de arroz rojo colectadas en Ia region utilizando un secuenciador automatico 

ABI 310 . Esta informacion se utilizo para validar un procedimiento de 

clasificacion asistida par marcadores moleculares basado en el usa del 

algoritmo k-NN , evaluado previamente para marcadores AFLP (Capdevielle 

et al , 2003). Los porcentajes de clasificacion correcta para muestras de tipo 

maleza y del tipo cultivar estuvieron entre 95% y 99% (validacion cruzada 

utilizando SAS proc discrim), permitiendo Ia identificacion de cruzamientos 

arroz rojo x cultivar realizados en forma experimental. Estos resultados 

indican que Ia diferenciacion par tecnicas moleculares de biotipos de arroz 

rojo respecto a cultivares utilizados a nivel agroindustrial serfa un 

procedimiento aplicable para apoyar procesos de control de calidad en 

lotes de semillas basicas, en Uruguay yen otros pafses de Ia region . 

··-
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INTRODUCCION 

lmportancia del arroz rojo como maleza 

Bajo el nombre generico de "arroz rojo" se incluyen una serie de biotipos de arroz 

con caracterfsticas de tipo "maleza" pertenecientes a Ia misma especie (Oryza 

sativa L.) que el arroz cultivado en Uruguay y otras regiones del mundo, y cuya 

principal caracterfstica distintiva es Ia de poseer pericarpio de color rojizo , negro o 

marr6n. Las caracterfsticas del arroz rojo asociadas con su comportamiento como 

maleza incluyen un mayor desarrollo vegetative de las plantas, alta capacidad de 

dispersion y persistencia de las semillas y otras adaptaciones fisiol6gicas que 

favorecen su desarrollo como especie competidora respecto a plantas de Ia 

especie cultivada ; estas caracterfsticas resultan particularmente problematicas en 

el contexto de sistemas de cultivo mecanizados que utilizan variedades de arroz 

de tipo semi-enano para maximizar Ia producci6n por unidad de superficie. Desde 

un punto de vista fenol6gico , los diferentes biotipos de arroz rojo (tipo maleza) que 

se encuentran bajo condiciones de siembra directa en las mayores areas de 

cultivo de arroz -Latinoamerica y Norte America , Caribe, Africa , y algunas regiones 

del Sur y Sudeste de Asia- constituirfan poblaciones anuales de 0. sativa L [Cao, 

et at. ,2006] . Algunos estudios sobre Ia diversidad genetica dentro de estas 

poblaciones de arroz han reportado que tanto los biotipos cultivados como los 

biotipos con caracterfsticas de maleza se diferenciarfan en clases de 

germoplasma denominadas Indica y Jap6nica en base en caracterfsticas 

morfol6gicas y fisiol6gicas , isoenzimas, RFLP (Restriction fragment lenght 

polymorphism), RAPD (Ramdom amplified polymorphic DNA) [Suh eta/., 1997] y 

mlcrosatelites (SSR, simple sequences repeat) [Vaughan et at., 2001]. 

La adaptaci6n de las plantas silvestres a los cambios ambientales causados por 

los procesos de domesticaci6n de las especies cultivadas, Ia aparici6n de hfbridos 

derivados de plantas cultivadas y especies silvestres reproductivamente 

compatibles [Baker 1974, Wet y Harlan, 1975] y Ia segregaci6n de hfbridos 

intervarietales, podrfan estar jugando un rol importante en el origen de las 

poblaciones con caracterfsticas de malezas [Burger et at., 2006]; cad a uno de 

estos procesos estarfan involucrados en los cambios adaptativos que favorecen Ia 

competitividad de las malezas respecto a las formas cultivadas, dependiendo de Ia 

localizaci6n geografica de las plantas, asf como de las practicas agrfcolas 

pasadas y actuales [Mortimer, 1994]. 

~-
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Existen diferentes hipotesis sabre el origen del arroz tipo maleza que consideran 

las posibles contribuciones de procesos tales como pre - adaptacion e 

introgresion [Mortimer, 1994]. Los ecotipos de arroz maleza se encontrarfan pre

adaptados a las condiciones de siembra directa en las que se realiza el cultivo por 

compartir gran parte de las caracterfsticas funcionales con las variedades 

modernas seleccionadas por programas de fitomejoramiento [Oka , 1988], 

existiendo asimismo evidencias de introgresion genetica entre variedades 

cultivadas y ecotipos de arroz rojo . 

Esto determinarfa que los hfbridos entre diferentes formas de 0 . sativa L y sus 

poblaciones derivadas presenten diferentes combinaciones de caracteres 

funcionales asociadas con el proceso de domesticacion (transicion entre biotipos 

no cultivados y biotipos cultivados ancestrales), que representarfan posibles 

clases fenotfpicas (con extremos definidos como "cultivar" y "maleza") con 

diferente grado de adaptacion a los sistemas agrfcolas actuales. Entre los 

factores que condicionarfan Ia existencia de dichas clases fenotfpicas se plantean 

los siguientes: 1) inmigracion de biotipos de arroz rojo desde otros ambientes 

(dispersion de semillas asociadas con variedades cultivadas), 2) segregacion de 

caracterfsticas de tipo maleza a partir de cultivares tradicionales (mas similares a 

los tipos ancestrales), y 3) hibridacion e introgresion genetica entre biotipos de 

arroz rojo y variedades cultivadas ("mimetizacion" de los biotipos de arroz rojo). 

En Uruguay se encuentran comunmente dos tipos de arroz rojo que se diferencian 

por Ia coloracion de sus glumas (figura 1 ). El "arroz negro" el que presenta una 

arista larga (4-5 em) y resistente y el "arroz rojo" propiamente dicho, de glumas 

acres y de arista corta ; ambos son de grana corto, grueso y pubescente [Zorrilla 

de San Martfn , 1992] . 

• 

Sus efectos negativos desde el punta de vista agronomico, al igual que en otras 

malezas comunes, se deben a su competencia por diferentes factores .groductivos 
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(nutrientes, agua , luz, etc.) con el arroz cultivado , con Ia particularidad de que el 

arroz rojo se ve favorecido par casi todas las labores que se realizan para el 

cultivo . Ademas existe el agravante de que no existen controles qufmicos 

adecuados par tratarse del mismo genera y especie [Hoagland y Paul , 1978]; sus 

perjuicios van mas alia del campo , afectando no solamente Ia productividad del 

arroz cultivado sino tambien Ia calidad de los lotes cosechados, esto ultimo debido 

a que Ia coloracion y textura del pericarpio [Hoagland y Paul , 1978] afectan los 

procesos industriales de descascarado y pulido. Fenotfpicamente el arroz tipo 

maleza esta caracterizado par el desgrane y dormancia de sus semillas [Cao, et 

a/., 2006], lo que favorece su dispersion y persistencia en el campo; Ia dormancia 

es una caracterfstica particularmente negativa desde el punta de vista del control 

de esta maleza , ya que se ha observado que las semillas de arroz rojo pueden 

estar dormantes sin perder Ia viabilidad en el suelo entre 7 a 15 afios [Naredo et 

a/., 1998]. 

Las plantas de "arroz rojo" son plantas mas altas con respecto a las variedades 

cultivadas (figura 2), poseen hojas asperas de color verde clara, forman un mayor 

numero de macollos y son de habito decumbente. Ademas, presentan alta 

plasticidad fenotfpica y capacidad para Ia dispersion de sus semillas [Gealy y 

Black, 1998]. Previa a Ia floracion es muy diffcil identificar con seguridad los 

biotipos de arroz rojo y diferenciarlos de cualquiera de las variedades cultivadas, 

ya que solo se dispone de informacion sabre algunas caracterfsticas distintivas, 

como Ia altura de Ia planta , el color de hojas y Ia pubescencia, las cuales no son 

exclusivas de un biotipo. Ademas, se debe tener en cuenta que puede existir un 

alto grado de fertilidad en los cruzamientos entre variedades cultivadas y biotipos 

de arroz rojo, con el consiguiente flujo genetico entre poblaciones que dificulta Ia 

discriminacion de plantas de 0 . sativa L. con caracterfsticas de tipo maleza. 

~-

5 



ARROZ MALEZA 

Panoja Laxa 
Alto desgrane 

INFLORESCENCIAS 

ARROZ CULTIVADO 

Panoja Compacta 
Sin desgrane 

HABITO MACOLLAJE 

Mayor numero de 
macollos 

Menor numero de 
macollos 

HABITO DE CRECIMIENTO 

Plantas altas 
hablto decumbente 

Pericarplo con coloraci6n 

GRANOS 

Plantas semienanas 
habito erguido 

Pericarplo sin coloracl6n 

Figura 2: Comparaci6n de las caracterfsticas morfol6gicas entre arroz tipo maleza y arroz 

cultivado 

Los cruzamientos entre plantas de diferentes biotipos se producen porque, aun 

cuando el arroz cultivado es principalmente aut6gamo (polinizaci6n y fertiizaci6n 

ocurren con Ia flor cerrada), puede presentar porcentajes de polinizaci6n cruzada 

desde un 0,5 % [Gealy et a/. , 2002] a mas del 5 %, lo que implica que algunas 

plantas de las variedades cultivadas se crucen entre elias e incluso con otras 

especies del genoma AA, grupo al que pertenecen tanto el arroz cultivado como el 

arroz rojo (ambos biotipos pertenecientes a Ia especie Oryza sativa L.) [Singh y 
4 

Khush , 2000]. Es por lo tanto frecuente en zonas con alta contaminaci6n de arroz 

rojo y acumulaci6n de muchos alios de cultivo, encontrar diversidad dentro de los 

biotipos de arroz rojo, algunos de los cuales son muy parecidos a las variedades 

utilizadas en esas zonas, debido a un proceso de asimilaci6n que se conoce como 

"mimetizaci6n"; se ha propuesto que esta capacidad le permite al arroz rojo 

adaptarse rapidamente a cambios en el sistema de cultivo [Zorrilla de San Martfn, 

1992]. 

Luego de Ia floraci6n, las diferencias fenotfpicas permiten su identificaci6n en el 

campo y posterior raleo , pero de esta forma ya se esta en presencia de 

contaminaci6n. Tomando en cuenta Ia caracterfstica de dormancia, Ia capacidad 

de dispersion debido a Ia estructura de Ia panoja , Ia competencia por luz, nutriente 

y espacio de Ia maleza, el raleo durante el ciclo de cultivo no es un metoda eficaz. 
~-

6 



La creaci6n de variedades con caracterfsticas tales como resistencia a herbicidas, 

tanto por trangenesis como por mutaciones inducidas, se han llevado a cabo 

como mediada para combati r este tipo de maleza. Dada Ia alta taza de fertilidad 

entre Ia maleza y el cultivo , no es una buena estrategia a largo plazo [Oard eta/, 

2000], ya que lo genes que cod ifican para Ia nueva caracterfstica tiene Ia 

capacidad de introgresi6n en las especies de maleza a traves de Ia hibridaci6n 

(polinizaci6n cruzada) con las variedades trasgenicas o mutantes [Chen et a/. , 

2004] , provocando nuevas dificultades en el manejo. Por lo tanto , es 

imprescindible el desarrollo de metodos que permitan Ia diferenciaci6n entre arroz 

rojo y arroz cultivar en etapas mas tempranas del ciclo. 

El arroz rojo no ha sido un problema grave en Ia producci6n arrocera uruguaya en 

los ultimos veinte anos, debido fundamentalmente a una exitosa campana de 

control -con erradicaci6n de plantas de tipo maleza- durante las etapas de 

producci6n de semillas para las diferentes variedades utilizadas por los 

productores. Sin embargo , existe creciente preocupaci6n respecto a mantener 

estas condiciones privilegiadas de producci6n. El aumento sostenido del area de 

cultivo que ha llevado a una intensificaci6n de Ia rotaci6n (mayor numero de anos 

bajo cultivo de arroz) , el aumento de los volumenes de semilla a producir (con 

mayor requerimiento de areas libres de malezas), Ia preocupante situaci6n de 

expansion del area donde existe arroz rojo en las zonas arroceras vecinas , 

especialmente en Rfo Grande del Sur, hacen necesario plantearse estrategias 

complementarias para Ia prevenci6n [Zorrilla de San Martin , 1992]. 

La principal medida preventiva serfa Ia utilizaci6n de semillas para Ia siembra 

directa con calidad genetica y pureza ffsica certificada, para mantener los campos 

libres de arroz rojo a largo plazo ; en este caso se considera imprescindible poder 

apoyar Ia detecci6n convencional de lotes contaminados con arroz rojo 

(identificaci6n de plantas y de semillas de Ia maleza en base a caracteres morfo

fisiol6gicos diferenciales) con tecnicas de alta sensibilidad que permitan identificar 

aquellos casos donde puede existir contaminaci6n genetica (plantas y semillas 

pertenecientes a hfbridos entre arroz rojo y variedades cultivadas) dentro de los 

procesos de producci6n de semillas de nuevas variedades desarrolladas en 

Uruguay [Capdevielle eta/, 2004]. El uso de clasificaci6n asistida por marcadores 

moleculares puede ser una herramienta practica para Ia identificaci6n de una 

potencial contaminaci6n de lotes de semilla por arroz rojo , contribuyendo de esta 

forma al control de calidad para Ia producci6n de semillas de nuevas lfneas 

~-

7 



ldentificaci6n temprano de arroz rojo como metodo de 
prevenci6n 

Para Ia implementaci6n de estrategias de prevenci6n que impidan Ia 

contaminaci6n de los campos con arroz rojo , se hace necesario el uso de 

tecnologfas que permitan conocer con mayor profundidad el objeto del problema. 

Con este fin varios estudios sabre Ia diversidad genetica del arroz rojo se han 

llevado a cabo , con Ia util izaci6n de diversas metodologfas moleculares 

[Estorninos eta/., 2000: Vaughan eta/., 2001 ; Gealy eta/., 2002; etc.]. El mayor 

conocimiento acerca de Ia diversidad genetica y comportamiento del arroz rojo , 

asf como Ia elucidaci6n de su origen y los procesos evolutivos de este, son de 

ayuda para establecer estrategias efectivas para su control [Pysek y Prach , 2003], 

permitiendo ademas establecer herramientas que mejoren el analisis de semillas 

para su certificaci6n . En Ia actualidad Ia certificaci6n de lotes de semillas, Ia que 

incluye determinacion de presencia de arroz rojo en los lotes, utiliza metodos 

basados principalmente en identificaci6n fenotfpica , hacienda de este un metoda 

de control con alto contenido subjetivo. 

Con elfin de establecer tecnologfas que permitan detectar contaminaci6n de arroz 

rojo antes de llegar al campo, acortar los tiempos necesarios para este analisis y 

sabre todo disponer de metodos objetivos, se comenz6 con el desarrollo de 

metodos moleculares. Basados en estudios realizados en poblaciones de arroz 

rojo de EEUU [Vaughan eta/., 2001] , se iniciaron estudios preliminares a efectos 

de explorar las relaciones geneticas entre biotipos de arroz rojo y cultivares 

uruguayos mediante marcadores AFLP (Amplified fragment lenght polymorphism ; 

Federicci eta/, 2003) con el fin de conocer Ia capacidad adaptativa del complejo 

de arroz maleza. Asimismo se evalu6 un procedimiento de clasificaci6n asistida 

por dichos marcadores como herramienta para Ia discriminaci6n del arroz maleza .. 
del cultivar, de manera de ayudar en Ia prevenci6n de contaminaci6n genetica 

[Capdevielle eta/., 2003a]. Para ella, los datos obtenidos fueron analizados con el 

uso de Ia tecnologfa de k-nearest neighbor algorithm (k-NN), implementado en el 

sistema SAS. Dentro de este analisis , los autores seleccionaron aquellos 

polimorfismos que permitieran discriminar entre arroz rojo y arroz cultivar, 

logrando un acierto del 92% con Ia utilizaci6n de solamente 4 loci AFLP de los 256 

fragmentos obtenidos; asimismo se obtuvieron porcentajes de clasificaci6n 

correcta superiores a 90 % para asignaci6n de diferentes tipos de arroz rojo a 

subgrupos caracterizados por presencia/ausencia de aristas y color de cascara . 

En este caso el analisis discriminante permiti6 clasificar biotipos de arroz rojo con 

un acierto del 95-100% [Capdevielle et a/. , 2003a] en base a los loci AFLP 

seleccionados. 

.,_ 
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Una de las hipotesis que pueden formularse a partir de las conclusiones de este 

trabajo , dado el alto porcentaje de acierto en Ia discriminacion entre maleza y 

cultivar lograda con solamente 4 loci de tipo AFLP, es que seria posible generar 

una base de informacion que uti lice un numero limitado de loci especificos -como 

los correspondientes a marcadores de tipo microsatelite- para alcanzar un alto 

grado de precision en Ia clasificacion de muestras de 0. sativa L. pertenecientes a 

diferentes biotipos (arroz rojo versus variedades cultivadas). Como caso de 

aplicacion de este tipo de procedimiento para un sistema de produccion de 

semillas certificadas, estos marcadores podrian permitir Ia discriminacion de lotes 

conteniendo trazas de arroz rojo (mezclas de semillas) , asi como detectar Ia 

presencia de hibridos entre arroz rojo y variedades cultivadas que no sean 

diferenciables por otros metodos convencionales. 

Los marcadores microsatelites o simples secuencias repetidas (SSR), se 

encuentran ampliamente distribuidos en el genoma de arroz, presentan un 

extenso polimorfismo constituyendo loci geneticos, altamente variable, 

multialelicos y son de gran contenido informativo [McCouch eta!. , 1997]. Adem as 

de las ventajas de esta tecnica , se le suma toda Ia informacion disponible en 

bases de datos publicas para el arroz (considerado como un cultivo modelo para 

estudios genomicos en cereales) , donde existe una importante infraestructura de 

bases de datos (Gramene, Oryzabase, INE, TIGR) que facilita este tipo de 

estudios, posibilitando Ia extrapolacion de datos desde mapas geneticos ya 

generados para estudios comparativos, reduciendo asi tiempo y costas. 

Gealy et al. (2002) evaluaron un conjunto de marcadores de tipo microsatelite 

mapeados en el genoma de arroz que se encuentran en diferentes frecuencias 

dentro de poblaciones de arroz rojo (AR), cultivares (CV) e hibridos (ARxCV; 

CVxAR) identificados en el sur de EEUU. Para ello fueron utilizados 18 SSR que 

en conjunto proporcionaban una cobertura minima de los 12 cromosomas del 

genoma de arroz. Los datos obtenidos fueron analizados a traves del software 

SAS IML para estimar las distancias geneticas entre diferentes accesiones, 

logrando Ia formacion de tres grupos con el uso de PROC CLUSTER (SAS, 1999). 

En estos grupos no solo quedan discriminadas las accesiones de AR de los CV, 

sino tambien quedan en grupos diferentes las accesiones de AR con cascara 

negra sin arista o corta y los de cascara roja con arista. La mayoria de los hibridos 

inclu idos en el estudio se encontraron en el grupo de CV, donde se observan dos 

subgrupos: en uno se encontraban los hibridos conocidos y los posibles, y en el 

segundo subgrupo los cultivares y dos hibridos. De esta forma, confirmaron su 

hipotesis inicial de que era posible identificar diferentes grupos y detectar los 

hibridos entre poblaciones de diferentes grupos con el uso de esta metodologia. 

En el estudio de las frecuencias alelicas de los tres grupos, se encontro Ia 

existencia de al me nos 10 alelos exclusivos de cad a grupo, lo~_ que eran 
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generados por cuatro microsatelites . Basados en esta observacion , los autores 

utilizaron 4 de los 18 SSR iniciales, elegidos aquellos que al menos presentaban 

un alelo exclusivo del grupo deAR o de CV, con el fin de disminu ir el conjunto de 

microsatelites necesario para discriminar entre AR, CV e hfbridos. La informacion 

obtenida a partir de los alelos generados por estos cuatro SSR elegidos no solo 

fu eron utiles para Ia diferenciacion de hfbridos, AC y AR, sino tambien pueden ser 

utilizados para apoyar otros estudios sabre Ia biologfa del arroz rojo y para 

determinar el grado de hibridacion existente entre AR y AC [Gealy eta/., 2002]. 

OBJETIVO 

El objetivo de este trabajo es evaluar un metoda de clasificacion asistida por 

marcadores moleculares en cuanto a su capacidad para discriminar biotipos de 

arroz rojo (AR) y cultivares (CV) de arroz desarrollados en Uruguay, asf como 

hfbridos CV x AR producidos en forma experimental. Para ella se plantea utilizar 

informacion sabre genotipado para un conjunto de marcadores microsatelites 

(basados en Gealy et a/. , 2002) - obtenida a partir de accesiones de arroz rojo 

recolectadas en campos uruguayos y de Ia region -, para validar un algoritmo de 

analisis discriminante (k-NN) que pueda ser utilizado en Ia diferenciacion de 

biotipos de arroz rojo y cultivares uruguayos y en Ia identificacion de hfbridos 

(basado en Capdevielle eta/, 2003a). 

MATERIALES Y METODOS 

Material vegetal 

La muestra de Ia poblacion de arroz rojo sabre Ia que fue realizado el estudio 

estuvo compuesta por 43 accesiones uruguayas, 6 accesiones de Rfo Grande del 

Sur (Brasil) y 7 italianos. En arroz cultivado se trabajo con 7 de los cultivares mas 

usados en Ia region y un grupo de 7 hfbridos obtenidos mecanicamente en el pafs. 

El sistema utilizado para Ia nomenclatura para cada accesion de arroz se incluye 

en Ia Tabla N° 1, en anexo se incluye tabla con informacion agronomica disponible 

para algunas accesiones utilizadas. Las semillas de cada accesion fueron 

germinadas en media MS + AG3, con temperatura constante de 27° C durante 7 

dfas, para Ia obtencion del material verde necesario para Ia extraccion de ADN . 

... _ 
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Tabla N° 1 

I 
I 
I 
I 

• I 
I 
I 
I 

Rojo 

4 Vichadero - 3 Rojo 

5 Tacuaremb6- 1 Rojo 

91 Tacuaremb6- 5 I Rojo 

Tacuaremb6- 6 Rojo 

Zapata - 1 Rojo 

121 Zapata - 2 

131 Zapata- 3 

l i Zapata- 4 

151 Zapata- 5 

16 Zapata- 6 

17 Rio Branco - 1 

181 Rio Branco 2 

19 Rio Branco - 3 

20 Rio Branco - 4 

221 La charqueada 1 

23 La charqueada - 2 

24 Rincon de Ramirez 

261 Desconocida - 1 

Rojo II 
~ Rojo 

Rojo 

Rojo 

I 
l 

II 
Rojo 

Rojo 

rRojo II 

Rojo 

Rojo 

I Rojo II 

Rojo 

Rojo 

r Rojo II 
Desconocida - 2 Rojo I 
Desconocida - 3 Rojo I 

31 IINIA Caraguata fCultiv~ I 
32 INIA Zapata Cultivar 

33 INIA Cuar6 Cultivar 
-

341 Bluebelle I Cultivar I I 

351 EEA 404 I Cultivar I I 
361 El Paso 144 I Cultivar I I 
3711NIA Olimar I Cultivar I I 
43lltapebi 2 I Rojo II 
4611tapebi - 3 I Rojo I 

Rojo 

Rojo 

Rojo 

Rojo 

- 1 Rojo 

Hibrido 

F1(ARP/INIA Caraguata)- I I 
69 2 Hibrido 

70 F1 (ARP/Biuebelle )-3 Hibrido 

71 F1 (ARP/INIA Tacuari)-4 Hibrido 

nl F1(ARP/EI Paso 144)-5 I Hibrido I 
73 F1(ARN/INIA Zapata)-6 Hibrido 

F1 (ARN/INIA Caraguata)-
74 7 Hibrido 

751 F1 (ARN/Biuebelle )-8 I Hib~id~ 
76 F1 ( ARN/INIA Tacuari)-9 Hibrido 

79 ltalia 2 (b177) Rojo 

84lltalia_7 (b197) I Rojo I 

86 ltalia 9 (b199) Rojo 

87 ltalia 10 (b201) Rojo 

90 l1talia_13 b(b208) rRojo I 

94 ltalia 17 (b232) Rojo 

96 ltalia_19 (b235) Rojo 

101 I Balilla I Rojo I 

102 IRGA417 Rojo 

105 Rio Grande del sur -1 Rojo 

1 061 Rio Gran de del sur -2 I Rojo 

1291 Rio Grande del sur -3 I Rojo 

1321 Rio Grande del sur -4 I Rojo 

1351 Rio Grande del sur -5 I Rojo 

1441 Rio Grande del sur -6 I Rojo 

Determinacion de viabilidad, germinaci6n y dormancia de las semillas 

La viabilidad de todas las accesiones de arroz rojo se estim6 utilizando el test de 

TETRAZOLIUM [Chalam et a/, 1967], antes de ser sometidas a tratamientos de 

ruptura de dormancia. Para ello , se embebieron 10 semillas (sin cascara), en agua 

destilada durante 3 horas a 28°C. Luego se cortaron longitudinalmente por el 

medio del embri6n. Estas fueron incubadas en una soluci6n de Tetrazolium 1% 

por 1 hora a 40°C en oscuridad . A continuaci6n se lavaron tres veces en agua 

destilada para remover el exceso de soluci6n. Las semillas que pr_esentaban el ·--
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embri6n completamente teiiido (coloracion rojiza) , fueron las consideradas 

viables. 

Aquellas semillas que demostraron ser viables pero que no germinaron en las 

condiciones descritas fueron sometidas a diferentes tratamientos para Ia ruptura 

de Ia dormancia (Naredo et a/.1998; Com. Pers. Gealy). Cada unos de los 

tratamientos se detalla en Ia tabla N° 2. Para cada uno de ellos fueron utilizadas 

10 semi lias intactas y esteriles de tres biotipos: uno de buena germinaci6n 

(control), otro de germinaci6n regular y un tercero que nunca habfa germinado. 

Tabla N° 2: Tratamientos para ruptura de dormancia 

Tratamiento 
Condiciones Condiciones de geminaci6n 
de Ia semilla 

~ 

11--=-- 50 °C 7 df~j si~ -Cascara *1 I 30 °C Luz(12/12) en gasa 

2 -50 °C 14 
dfas Sin cascara 30 oc Luz(12/12) en gasa 

3- 1000 ppm 
GA3 48hs *2 Con cascara 30 oc Luz(12/12) en gasa 

4 - 0.1 M HN03 
48 hs *2 Con cascara 30 oc Luz (12/12) en gasa 
5- 1,4 mM GA3 
+ 4 mM KN0348 
hs Con cascara 30 oc Luz (12/12) en gasa 

*1: Se saca Ia cascara luego del tratamiento con calor, 

*2: agregado antes de Ia germinaci6n. GA3: Acido Giberelico. 

Luego de seleccionado el tratamiento, todas las semillas de las accesiones que 

pr:esentaban porcentajes de viabilidad entre 60 - 100 % fueron tratadas. Las 

semillas que germinaron luego del tratamiento de ruptura de dormancia fueron 

pasadas a media (MS + GA3) en tubo Eppendorf de 2,5 ml a 25° C durante 24 

horas, para un mejor desarrollo del brote. Luego de las 24 horas, se pasaron a 

media lfquido MS + BAP a 25° C, para Ia obtenci6n de Ia cantidad suficiente de 

material verde (plantulas de 5 em.). Para Ia ruptura de Ia dormancia y el estimulo 

de su germinaci6n se colocaron 10 semi lias intactas y esteriles de cad a accesi6n 

con porcentajes de viabilidad de entre 60 a 1 00%, en pia cas de petri sabre papel 

de filtro embebido en una mezcla de 1,4 mM acido giberelico (GA3) y 4 mM nitrato 

de potasio (KN03). Se incubaron en camaras de germinaci6n a temperatura 

constante de 30°C, durante 48 horas. 

-... _ 
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Aislamiento del ADN 

Para el aislamiento del ADN gen6mico a partir del material verde obtenido bajo las 

condiciones antes descriptas, se utiliz6 el protocolo de extracci6n indicado en el 

Manual "Mutant germplasm characterization using molecular markers" 

(FAO/IAEA), con modificaciones menores. Se molieron de 2 a 4 g de tej ido vegetal 

en mortero con nitr6geno lfquido , colocando el material finamente molido en tubas 

con 5 ml de buffer de extracci6n precalentado a 65°C (2% CTAB, 1,4 M NaCI , 20 

mM acido etilendiamintetracetico [EDTA] pH 8, 100 mM Tris pH 8, 2% PVP- 40, 

0.125% de r., - mercaptoetanol agregado en el momenta). Luego de incubar las 

muestras a 65°C durante 20 minutos con agitaci6n suave y peri6dica , se le agreg6 

1 volumen de Cloroformo-isoamilico (24:1) y se mezcl6 cuidadosamente. 

Posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El 

sobrenadante fue transferido a otro tubo , donde se precipit6 el ADN con 0.7 

volumenes de isopropanol. Las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 

20 minutos a temperatura ambiente (TA). Los precipitados fueron lavados con 

etanol 70% y centrifugados a 5000 rpm durante 5 minutos. 

En el caso de arroz rojo, 30 accesiones no germinaron, por lo que se determin6 su 

viabilidad y sus condiciones de dormancia para determinar el material de partida 

para Ia extracci6n de ADN de acuerdo al metoda descrito en Ia siguiente secci6n. 

Para el aislamiento del ADN gen6mico de semillas no viables, se utiliz6 el mismo 

protocolo de extracci6n pero partiendo de 5 a 10 granos de semi lias molidas, 

previa remoci6n de cascara. Los precipitados de ADN obtenidos en ambos 

procedimientos fueron resuspendidos en 100 J.,JI de agua milliQ esteril, los que 

fueron cuantificados por electroforesis en gel de Agarosa 0,9 % y revelado con 

tinci6n de bromuro de etidio. Se utiliz6 5 J.,JI de MassRuler (1 03ng/J.,JI, Fermentas) 

como marcador de peso molecular. La concentraci6n de ADN se estim6 en gel por 

comparaci6n con el marcador de peso molecular y se corrobor6 por medici6n .. 
espectrofotometrica. La concentraci6n de todas las muestras fue ajustada a 1 00 

ng/J.,JI 

Marcadores microsatt~lites 

Los microsatelites utilizados fueron RM215, RM234, RM251 y RM253, los que se 

encuentran mapeados en el genoma de arroz (figura 3, Tabla N° 3). La selecci6n 

de estos cuatro microsatelites, fue basada en estudios previos [Gealy eta/, 2002] 

que indicaron que estos presentaban diferentes frecuencias entre biotipos de 

arroz rojo y cultivares de arroz utilizados en EEUU. Los cebadores 

(oligonucle6tidos) para estos marcadores fueron obtenidos comercialmente. La 

reacci6n en cadena de Ia polimerasa (PCR) para las reacciones de arnplificaci6n 
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fue ajustada previamente. En Ia tabla N° 3 se detallan los datos reportados para 

cada uno de los SSR, en Ia figura 3 se muestra el mapeo en los cromosomas de 

arroz de cada unos de los microsatelites. 

Tabla N° 3: Microsatelites utilizados para el genotipado de Ia poblaci6n de estudio. 

Fuente: www.qramene.org 

Marcadores Tipo de 
microsatelites No N° de alelos repetici6n Rango de 

de arroz 

RM 215 

RM 234 
RM 251 

RM 253 
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Figura 3:Ubicaci6n de los SSR util izados en los cromosomas de arroz. 
Fuente: www.gramene.org 
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Para Ia reacci6n se PCR se utilizaron 20 IJI de reacci6n conteniendo 20 mM de 

cebadores , 5 mM desoxirribonucle6tidos(dNTPs), 5 1-1M desoxirribonucle6tidos 

marcados con fluoro cromos (relaci6n 1000:1 con respecto a dNTPs) (Applied 

Biosystem), 1 ,5 mM MgCI2 (Appl ied Biosystem), buffer 1 OX (Applied Biosystem), 

200 ng ADN molde , 0,5 unidades de Taq polimerasa (5U/ul) (Applied Biosystem) 

sujeto al siguiente ciclo de PCR: 1 ciclo a 95oC par 7 minutos, 35 ciclos de 95°C 

par 1 minuto, 55°C par 1 minuto, 72°C por 1 minuto , 72oC par 5 minutos. Para le 

control de Ia reacci6n se utilizaron geles de agarosa 2% revelado con tinci6n de 

bromuro de etidio, se utilizaron 3 IJI de generuler 100 pb (0 ,51-Jg/IJI ,..fermentas) 
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como marcador de peso molecular. Los productos de amplificacion fueron 

separados mediante electroforesis en capilar usando el modulo FAM-JOE

TAMRA. 1 !JI de las ampl ificaciones fueron mezcladas con 11.7 !JI de Hi

DiTMformamide (PE Applied Biosystem , Foster City, CA) y 0.3 IJI de marcador de 

peso molecular de ADN marcado con ROX (GeneScan®-500 [ROX] ™)(PE 

Applied Biosystem , Foster City, CA). Las muestras se desnaturalizaron a 95°C por 

5 min , se mantuvieron en hielo durante 5 min y se cargaron en un secuenciador 

auto matico ABIPRISM 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystem, Foster City, 

CA). Los parametros de corrida fueron los siguientes: tiempo de inyeccion 10 a 15 

s, voltaje de Ia electroforesis 15 kv, tiempo de coleccion de datos 20min y 

temperatura de corrida 60°C. 

Analisis de datos 

El anal isis primario de los datos obtenidos del secuenciador ABI 310 se realizo 

con el programa GeneScan® (PE Appl ied Biosystem , Foster City, CA), donde los 

productos de amplificacion correspondientes a cada microsatelite son observados 

como picos de emision del fluorocromo utilizado en el correspondiente 

electroferograma. Estos picos fueron analizados mediante el programa 

Genotyper® v 3.7 a efectos de establecer el tamario de los alelos para cada SSR 

analizado en diferentes accesiones. A partir de los tamarios alelicos obtenidos se 

genero una matriz de datos accesion x marcador, donde los datos fueron 

codificados como cero (ausencia) o uno (presencia) para cada uno de los alelos 

identificados en los electroferogramas. 

El conjunto de datos moleculares y Ia informacion fenotfpica de cada accesion fue 

usada para el ajuste de un algoritmo que permitiera clasificar dichas accesiones 

en las diferentes clases (AR, CV) reconocidas dentro de las poblaciones en 

estudio. El algoritmo utilizado corresponde al tipo de analisis discriminante no 

parametrico (K -nearest neighbor, k - NN) inclufdo dentro del procedimiento 

DISCRIM implementado en SAS/STAT® software 9.1) [SAS Institute, 2002-2003] , 

utilizando una combinacion de variables como predictores de Ia clase a Ia que 

pertenece cad a observacion (en este caso las variables predictivas son los 

marcadores moleculares analizados). 

El algoritmo k-nearest neighbor clasifica cada observacion del conjunto en estudio 

(sobre las que se qu iere tener una prediccion), en base al conjunto de referencia 

definido (aquellas observaciones para las que se conoce su clase) de acuerdo a 

los siguientes criterios : 1) encuentra los k vecinos mas cercanos (K=1 en este 

caso) dentro de las observaciones del con junto de referencia , y 2) pred ice Ia 

clase segun Ia del vecino mas cercano (si K>1 , utiliza Ia clase mas frecuente) , por 

ejemplo , elige Ia clase que es mas comun entre los k - vecinos m~s cercanos ·-
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[Capdevielle , 2001 ]. Para realizar las predicciones en clases se defini6 el 

vecindario (neihgborhood) por Ia distancia desde x a los kth puntos mas cercanos 

del conjunto de referencia ; luego se estima Ia probabilidad de que pertenezcan a 

Ia clase j, por Ia proporci6n de los puntos de referencia que pertenecen a dicha 

clase entre los k mas cercanos a x. 

Figura 4: Represtaci6n grafica en dos dimensiones del metodo K-NN . Los 

cfrculos y cuadrados representan las observaciones integrantes del conjunto 

de referencia. El cfrculo punteado representa el vecindario definido para ese 

conjunto de observaciones. 

A 
D 

A 
D 

B .,.- ............ ,. .... 0 
" B' / ' / ? 0 \ 

I ' \ :A e B ! 
'P 0 I 

' / B 
' " 0 .... ,. ............ __ ., 

Figura 4: Representaci6n grafica en dos 
dimensiones del metodo K-NN 

Utilizando Ia proporci6n de los puntos de referencia que pertenecen a una clase 

en particular (por ejemplo, arroz rojo versus cultivares) dentro de los en el 

"conjunto de entrenamiento" como Ia estimaci6n de f U 1 x), Ia clasificaci6n de una 

linea estarfa dada por Ia "etiqueta" (AR 6 CV) que corresponde al grupo de k 

vecinos mas cercanos con Ia mayor estimaci6n de f U 1 x). Cada observaci6n en el 

conjunto de referencia es tratada por turnos (metodo "leave-one-out" de validaci6n 

cruzada) como si fuera parte de un conjunto de observaciones a ser clasificadas 

(conjunto de estudio). Las distancias de todas las otras observaciones del • 
conjunto de referencia son computadas respecto a cada observaci6n incluida en el 

conjunto de estudio, y clasificadas utilizando el algoritmo k.NN. La clasificaci6n 

para cada una de las observaciones del conjunto en estudio son comparadas con 

las "etiquetas" previamente disponibles para los miembros de cada grupo definido 

a priori (AR 6 CV), lo que permite obtener por validaci6n cruzada un rango de 

errores (y sus correspondientes aciertos) para el procedimiento de clasificaci6n 

asistida por marcadores [Capdevielle et al. , 2003b] 

"· 
16 



RESULTADOS Y DISCUSION 

Determinacion de Ia viabilidad y germinaci6n 

La determinacion de Ia viabilidad de las semillas se realizo como fue descrito en 

materiales y metodos con el Test de TETRAZOLIUM (test de viabilidad) [Chalam 

et al. , 1967]. Este tiene Ia capacidad de diferenciar entre celulas vivas y muertas, 

basado en Ia actividad de Ia enzima deshidrogenasa (enzima de Ia respiracion) 

ubicada en los embriones, como resultado de Ia liberacion de iones hidrogeno, los 

que reducen a Ia solucion de tetrazolium (2 ,3,5 trifenil tetrazolium clorado ), 

formando el compuesto llamado FORMAZAN , el que tiene una coloracion rojiza 

[www.seedlab.oscs.orst.edu/Page_ Technicai_Brochures/TZ,revisado22/07/2007]. 

La viabilidad de las semillas es interpretada de acuerdo a los patrones de tincion 

de los embriones y Ia intensidad de Ia coloracion . En Ia figura 5 se muestran 

ejemplos de los patrones de coloracion obtenidos para las semillas testeadas 

(embriones rojos- viables, embriones blancos- no viables). 

Test Tetrazolium positivo: Test Tetrazolium negativo: 
Embri6n con t.inci6n homogenea Embri6n blanco, sin tinci6n 

Figura 5: Patrones diferentes de tinci6n del test de tetrazol ium para semillas viables y no viables 

Los porcentajes de viabilidad fueron calculados para cada una de las accesiones 

testeadas. Las que presentaron porcentajes de viabilidad entre 60 - 100 %, fueron 

consideradas como semillas viables en estado de dormancia, dado que Ia 

dormancia - suspension temporal visible del crecimiento del meristema - es una 

de las caracterfsticas mas relevantes de esta maleza. Para Ia germinacion de las 

accesiones dormantes fue necesario realizar tratamientos utilizando temperaturas 

y productos qufmicos que induzcan Ia ruptura de dormancia. Para ello se 

evaluaron cinco tratamientos en tres muestras que presentaban diferentes valores 

estimados de germinacion : una de buena germinacion , otra de germinacion 

regular y una tercera que nunca germino. 

~ ... _ 
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Para los tratamientos basados en Ia exposici6n de las semillas a altas 

temperaturas (tratamientos 1 y 2), no se observ6 ruptura de dormancia , mientras 

que para los tratamientos basados en compuestos qufmicos: Ac. Giberelico 

(hormona que estimula el crecimiento de lo meristemas y activador del crecimiento 

de los embriones somaticos in Vitro ) y KN03 (estimulador de Ia germinaci6n), sf se 

observ6 ruptura de dorm an cia (hubo germinaci6n). En los tratamientos 3 (1 000 

ppm GA3 48hs) y 4 (0.1 M HN03 48 hs) el brote observado fue mucho mas 

pequeF\o y debil que el observado en el tratamiento 5 (1.4 mM GA3 + 4 mM 

KN03). Este ultimo fue seleccionado para el tratam iento de todas las muestras 

que presentaron entre 60 - 100 % de viabilidad , en base una mejor y mas 

eficiente ruptura de Ia dormancia. 

Luego del tratamiento de ruptura de Ia dormancia, las semillas con brote , fueron 

pasadas a tubas Eppendorff con media MS + GA3, para favorecer un mejor 

desarrollo de Ia plantula. Cuando las plantulas alcanzaron los 5 em ., fueron 

subcultivadas en tubas con media MS liq + BAP para un mejor desarrollo y mayor 

obtenci6n de material verde. La secuencia seguida se muestra en figura 6. 

Geminaci6n de semillas 
1.4 mMGA3+ 4mM KN03 

Medio MS + Ga3 Medio MS liq. + BAP. 

Figura 6: Secuencia seguida para Ia obtenci6n de material verde para extracci6n de ADN J 
• 

Extracci6n de ADN y obtenci6n de SSR 

Bp 

I " 
Figura7: ~~·:S~d&ADN~ 

Mediante Ia utilizaci6n del protocolo de extracci6n 

descrito se obtuvo el banco de ADN integrado por 

muestras de cada accesi6n (AR, CV e hfbridos) 

incluida en Ia poblaci6n en estudio. La cal idad del ADN 

se calcul6 en base al coeficiente entre Ia medida de Ia 

absorbancia a A = 280 nm (longitud de onda donde 

absorben los acidos nucleicos) y a A = 260 nm (longitud de onda donde absorben 

las protefnas) y se consideraron aceptables aquellos tuvieron concentraciones 

mayores a 500 ng/ul y un coeficiente de calidad entre 1,7 - 1 ,9. El rango de 

aceptaci6n de Ia calidad del ADN fue definido en base alta especificidad y 

sensibil idad de los marcadores microsatelites. Como criteria ad icional e_ara evaluar 
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Ia calidad de las muestras de ADN se corrieron geles de agarosa para corroborar 

las lecturas espectrofotometricas obtenidas (figura 7). 

La obtencion de Ia informacion molecular para cada muestra se llevo a cabo a 

traves de Ia amplificacion de los SSRs seleccionados 

" mediante Ia reaccion de PCR, siguiendo el 

procedimiento descrito antes. La verificacion de estas 

reacciones se realizo a traves de electroforesis en 

geles de agarosa 2% (figura 8), como etapa previa al 

analisis de las muestras mediante el secuenciador Figura 8 : Gel agarosa 2% • separaa6n de productos de PCR 
MarcadOf Gene Ruler: 100 pb 

automatico ABI 310. Paralelamente con las muestras 

se corrio un marcador de peso molecular (100 pb) 

validando Ia corrida electroforetica y permitio Ia estimacion de los tamanos de los 

productos de amplificacion . 

A partir de los resultados anteriores, y considerando Ia informacion extrafda de Ia 

base de datos de Gramene (www.gramene.org ) acerca de los tamanos esperados 

para los amplicones de los microsatelites en uso, se establecieron los parametres 

de corrida para detectar los fragmentos mediante electroforesis capilar en el 

secuenciador; en este trabajo se utilize una resina de genotipado (POP 4: 

performance optimized polymer, para corridas rapidas) para el llenado del capilar. 

La utilizacion de metodos automatizados de mayor procesividad (utilizando 

deteccion por flourescencia) permite el analisis de una gran cantidad de genotipos 

en menor tiempo. 

Las muestras son separadas dentro del capilar electroforeticamente, y Ia deteccion 

de ~os fragmentos se realiza cuando los mismos atraviesan una "ventana" existente 

en el capilar, donde se combinan un emisor de luz laser y un detector de 

fluorescencia. Este sistema permite detectar los fragmentos amplificados de ADN 

que fueron marcados por incorporacion de dNTPs unidos a fluorocromos que fueron 

incluidos en Ia reaccion de PCR. El monitor de fluorescencia de tipo CCD detecta 

los espectros de emision correspondientes a cada fluorocromo utilizado, 

interpretando las senales en funcion del tiempo de corrida como electroferogramas 

[User Manual ABI 310 Genetic Analayzer]. Los resultados obtenidos del 

secuenciador automatico fueron analizados primariamente con el software ABI 

Genescan®, donde se determinaron los tamanos en pares de bases de cada uno de 

los picos obtenidos en Ia corrida . Seguidamente se utilizo el software ABI 

Genotyper®, con el que se determinaron los tamanos alelicos utilizados para los 

siguientes analisis . En caso de existir diferentes perfiles en los picos identificados 

en un electroferograma se realizaron correcciones manuales en los va.jpres que el 
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software utiliza por defecto en comparacion con estandares de peso molecular, a 

efectos de eliminar posibles errores en Ia determinacion automatica de los tamafios. 

En Ia figura 9 se muestra como ejemplo uno de los electroferogramas obtenidos. 
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Figura 9: Electroferograma 
ABI software Genotype I 

Los errores en Ia determinacion de los tamafios alelicos pueden deberse al 

deslizamiento ("slippage") de Ia Taq polimerasa y/o al agregado de bases extras en 

el fin de cada fragmento durante Ia reaccion de PCR, observandose picas no 

definidos o los "llamados picas sombra" [Ginot eta/., 1996]. Estos tipos de errores 

son detectables al observar Ia morfologfa de los picas (figura 1 0), pero en el analisis 

automatico no serfan detectados como errores, por lo que este tipo de artefactos 

experimentales podrfan ser tornados como un tamafio valido de alelo en un analisis 

no supervisado. 
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A B 

~ 

-~~r,_ ~~:~~ 

~ \;; ~~\_ [iE 
C!!1B ~~ 2 lzj l.<.z ( I ~ '""' 

: •U ..t. i 

Figura 10: A)1: Forma de pico con agregado de bases extras; 2: Forma de pico sin agregado de bases 
8)1: Foona de pico debido a "slippage• de Taq polimerasa; 2: Forma de pi co sin "slippage· 

Se observaron diferencias en Ia cantidad de alelos para los cuatro microsatelites, 

con respecto a lo reportado en Gramene para cultivares de arroz. Para los loci 

RM215 , RM234, y RM251 se encontro mayor cantidad de alelos por loG!)._S, mientras 
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que para RM253 fue menor. En Ia tabla N° 4 se detallan Ia cantidad de alelos 

hallados en este trabajo y los reportados previamente para cada uno de los 

microsatelites. 

Tabla N°4: Numero de alelos encontrados y reportados para cada locus de tipo SSR 

analizado. 

N° de alelos N° de alelos 
Microsatelites observados Reportados 
RM 215 7 4 
RM 234 8 7 
RM 251 10 7 
RM 253 6 7 

Los datos moleculares obtenidos junto con Ia informacion agronomica de cada una 

de las accesiones se integraron en una matriz utilizada como referencia para Ia 

clasificacion de accesiones en las diferentes clases pre-definidas. La clasificacion 

de datos es el proceso que encuentra propiedades en comun de un grupo de 

objetos en una base de datos y usa esas propiedades para construir un modelo 

para Ia clasificacion de estos en diferentes clases [Johnson y Wichern, 1998]. Para 

Ia construccion del modelo de clasificacion, una base de datos de muestras es 

tratada como conjunto de entrenamiento. Cada observacion incluida en el conjunto 

de entrenamiento tiene informacion sabre el mismo conjunto de variables y esta 

asociada a una clase (identidad) [Capdevielle et a/. ,2003b] . En este estudio el 

conjunto de entrenamiento se compuso con los datos moleculares (variables) 

obtenidos para cada uno de los microsatelites y Ia informacion agronomica (clase 

fenotfpica , definida como AR o CV) para cada una de las accesiones que integraban 

Ia poblacion en estudio. El metoda K - NN (K nearest neighbor), implementado 

dentro del procedimiento DISCRIM de SAS/ STAT® 9.1 [SAS Institute 2002-2003], 

fue util izado como metoda de analisis discriminante para llevar a cabo Ia 

clasificacion dentro de las diferentes clases fenotipicas . 

Los datos obtenidos fueron utilizados para establecer el conjunto de entrenamiento 

que permitio el ajuste del procedimiento antes descrito (k-NN), donde Ia totalidad de 

las observaciones y variables fueron incluidas para este analisis. En el conjunto de 

entrenamiento estuvieron incluidos tambien 9 hibridos (muestras sin asignacion de 

clase previa), los cuales actuaron como muestras problema que representan casas 

de aplicacion del procedimiento desarrollado. Los porcentajes de clasificacion 

correcta estimados por validacion cruzada se muestran en Ia tabla N° 5: 

··-
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Tabla N° 5: Porcentajes de clasificaci6n obtenidos para los datos utilizados para ajustar 

el proced imiento k-NN (resumen de validaci6n cruzada usando el metoda "leave-one-out" 

implementado en SAS) 

Numero de observaciones y porcentaje clasificado en tipo 

De TIPO Cultivar Rojo Total 
1 8 9 

11 '11 88,89 100,00 
Cultivar 6 1 7 

85,71 14,29 100,00 

Rojo 0 43 43 

0 100,00 100,00 

Las accesiones de arroz rojo en este caso fueron clasificadas dentro de Ia clase 

correspondiente con porcentaje de acierto cercano al 100% ( considerando tamano 

de muestra utilizado ), mientras que uno de los cultivares fue clasificado como arroz 

rojo , lo cual serfa considerado como un falso positivo. Del total de los 9 hfbridos 

incluidos en el anal isis son clasificados como rojos (resultado esperado) 8 de 9 

(88.89%). En Ia tabla N° 2 del anexo se muestra el detalle de clasificaci6n para cada 

uno de las accesiones. 

El calculo de estimaci6n del error se bas6 en Ia comparaci6n del error que generarfa 

clasificar por azar las muestras en cada una de las clases (AR 6 CV) versus Ia 

clasificaci6n utilizando el modelo generado por el algoritmo k-NN (cada observaci6n 

se clasifica respecto al conjunto de referencia definido). La comparaci6n de los 

errores estimados mediante validaci6n cruzada permite evaluar Ia capacidad 

predictiva del algoritmo utilizado para discriminar entre las clases AR y CV. En el 

esquema siguiente se muestran las tasas de errores para una clasificaci6n basada 

en el azar (considerando una probabilidad "anterior" de 0.5, es decir que cualquier 

acc esi6n pudiera ser considerada como AR 6 CV) respecto a Ia utilizaci6n del 

procedimiento k-NN . 

CULTIVAR ROJO Total 

T as a error 0.1429 0.0000 0.0714 

Anteriores 0.5000 0.5000 

Como se observa en estos resultados, Ia utilizaci6n del modelo generado por el 

algoritmo k-NN para Ia clasificaci6n permiti6 disminuir considerablemente el error 

respecto a lo esperado por azar. El porcentaje de clasificaci6n para las accesiones 

de arroz rojo fue cercano a 100% cuando se utiliz6 clasificaci6n asistida por 

marcadores mientras que si fuera por azar serfa de 50%. Para Ia cl_?sificaci6n en 
··-
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cultivares Ia tasa de error tambien disminuye, pasando de 50 % de clasificaci6n 

correcta por azar a aproximadamente 86% de clasificaci6n correcta utilizando k-NN . 

Se estim6 luego para el mismo modelo Ia tasa de error pero esta vez tomando en 

cuenta las proporciones, es decir considerando Ia cantidad accesiones 

pertenecientes a cada una de las clases (AR 6 CV) en el conjunto de muestras 

utilizado para ajustar el modelo de clasificaci6n para K-NN. Los valores estimados 

de error en este caso fueron los siguientes: 

Tasa 
Anteriores 

CULTIVAR 

0.1429 
0.1400 

ROJO 

0.0000 
0.8600 

Total 

0.0200 

En este caso las diferencias de error entre Ia asignaci6n al azar de las muestras a 

cada clase respecto a Ia clasificaci6n utilizando el modelo k-NN son menores, 

debido a que Ia poblaci6n en estudio esta compuesta en un 90% de muestras de 

arroz rojo. En este caso sin embargo no se logra Ia clasificaci6n correcta de Ia 

totalidad de los hfbridos AR x CV considerados como muestras problema ; por lo 

tanto Ia utilizaci6n de un procedimiento clasificatorio incluyendo Ia totalidad de los 

alelos identificados no cumplirfa con el requisite de clasificar las muestras 

correspondientes a hfbridos en Ia clase AR, teniendo como resultado un falso 

negative. 

La importancia de ajustar el algoritmo de clasificaci6n para poder identificar los 

hfbridos como parte de Ia clase AR se debe a Ia necesidad de detectar 

contaminaci6n de genoma rojo existente debido a posibles flujos geneticos entre 

muestras de tipo AR y cultivares. Aunque el arroz es una especie aut6gama 

presenta porcentajes de alogamia (0.5%) [Gealy et a/. 2003], lo que permitirfa el 

cruce entre estos, dado que por pertenecer a Ia misma especie son sexualmente 

co l)1patibles. A traves del flujo genico entre arroz rojo y cultivares, los tipo maleza 

podrfan adquirir caracterfsticas de los cultivados, dificultando su identificaci6n a 

traves de los metodos tradicionales . En este caso si bien el uso de todas las 

variables como clasificadores en el modelo utilizado fue capaz de describir las 

diferencias entre los cultivares y las accesiones de arroz rojo , no fue posible 

detectar casas que corresponderfan a posibles contaminaciones geneticas (AR x 

CV). El origen del error en Ia clasificaci6n puede tener diferentes explicaciones 

dadas por causas biol6gicas o atribuibles a una falta de ajuste del procedimiento 

discriminante utilizado. 

Si el error hubiera tenido causas bio16gicas se centrarfa principalmente en el modo 

de c6mo son controladas y heredadas las caracterfsticas que determinan las 

mayores diferencias fenotfp icas entre arroz rojo y cultivares. Estas son 

caracterfsticas multigenicas, sin conocimiento previa para las malezqs de cuanto ... _ 
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aporta cada uno de los genes implicados para determinar Ia caracteristica [Dekkers 

y Hospital , 2002]. Podria entonces el hibrido, producto del cruzamiento de un AR 

(dador) y un CV (receptor) , no haber incorporado en su genoma las regiones 

aportadas por el dador donde se ubican las variantes alelicas que determinan las 

diferencias principales entre los mismos. Otra causa biol6gica posible podria ser 

que Ia utilizaci6n de un numero limitado de loci no permitiera explorar un conjunto 

de regiones del genoma donde se pudieran encontrar diferencias que permitieran 

discriminar entre muestras de arroz rojo y cultivares uruguayos. Pero de haber sido 

as i no se hubieran hallados los porcentajes de clasificaci6n correcta de todas las 

accesiones de arroz rojo , mostradas en Ia tabla N° 5. 

Otra de las causas posibles de error se refiere a una falta de ajuste del algoritmo 

utilizado en cuanto a su capacidad pred ictiva al ser aplicado a nuevas accesiones 

(AR x CV) no incluidas en el conjunto de entrenamiento (incluyendo AR y CV 

exclusivamente ). Este tipo de error es conocido como sobre-ajuste ("overfitting") y 

afecta a los algoritmos utilizados en clasificaci6n cuando el numero de variables 

predictivas util izadas es demasiado grande con respecto al tamafio de Ia poblaci6n 

en estudio. Para evitar este problema se deben utilizar tecnicas adicionales para 

seleccionar un numero menor de variables de alto valor discriminante, a efectos de 

mejorar Ia capacidad del modelo ajustado para ser generalizable a futuros casas de 

uso [Tetko et al. , 1995]. 

A efectos de optimizar Ia clasificaci6n desde el punta de vista de Ia identificaci6n de 

los hibridos AR x CV se seleccion6 un subconjunto de variables (tabla N° 3 anexo). 

La elecci6n de las variables se realiz6 mediante el procedimiento SAS PROC 

STEPDISC®, el cual categoriza las variables segun el grado de contribuci6n a Ia 

clasificaci6n. Este asigna valores para el estadistico F segun el grado de 

informacion aportado por Ia variable en cuanto a discriminar entre las clases pre

definidas (AR 6 CV), es decir que selecciona aquellas variables que maximizan las 
~ 

diferencias entre las observaciones presentes en Ia poblaci6n en estudio . El 

metoda usado dentro del sistema SAS (proc stepdisc) para calcular el valor F para 

las n variables seleccionadas se denomina "forward" (paso hacia delante), donde Ia 

variable de mayor valor F es seleccionada en cada iteraci6n. Una vez incorporada 

una nueva variable al modelo , el valor F es recalculado dentro del resto de las 

variables -esta vez sin Ia variable seleccionada anteriormente- quedando 

seleccionada de igual forma Ia segunda, repitiendo el procedimiento en sucesivas 

iteraciones hasta incorporar un total de n variables que contribuyan mayormente a 

Ia clasificaci6n; de esta forma se genera un subgrupo de variables que maximizan Ia 

discriminaci6n entre clases a Ia poblaci6n. 

El algoritmo K-NN fue corrido nuevamente, utilizando esta vez al subgrupo de 

variables seleccionado por SAS PROC STEPDISC, obteniendo~ .J.os nuevas 
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porcentajes de clasificaci6n para cada una de las observaciones, basados en el 

conjunto de variables (marcadores) seleccionados. Estos porcentajes se detallan en 

Ia tabla N° 6 y a continuaci6n las estimaciones de los errores, calculados de igual 

manera que en el caso anterior. 

Tabla N° 6: Porcentajes de clasificaci6n obtenidos utilizando variables seleccionadas 

(resumen de va lidaci6n cruzada usando vecino mas cercano ). 

Numero de observacines y porcentajes clasificado por 
I tipo 

DE TIPO Cultivar Rojo Total 

0 9 9 
0 100 100 I 

Cultivar 6 1 7 
85,71 14,29 100 

Rojo 0 43 43 
0 100 100 

Las estimaciones de errores para este caso fueron: 

1 - sin tener en cuenta las proporciones de cada clase 

CULTIVAR ROJO Total 

Tasa 
Anteriores 

0.1429 
0.5000 

0.0000 0.0714 

2- T eniendo en cuenta las proporciones de cad a clase 

Tasa 

Anteriores 

CULTIVAR 

0.1429 

0.1400 

0.5000 

ROJO Total 

0.0000 0.0200 

0.8600 

Si bien los valores globales de clasificaci6n correcta son similares a los obtenidos 

anteriormente, Ia diferencia principal con Ia primera corrida del algoritmo k-NN es 

que en este caso se logra Ia clasificaci6n correcta del 100% de los hfbridos 

incluidos en el analisis (detalle de clasificaci6n en tabla N° 4 anexo), solucionando 

de esta forma el error que habrfa ocurrido al utilizar todas las variables como 

clasificadores , con el consiguiente sobre-ajuste del modelo de clasificaci6n . En este 

caso , considerando el objetivo planteado , el ajuste de un procedimiento 

discriminante basado en informacion de un conjunto reducido de marcadores 

permite no solamente discriminar entre muestras correspondientes a .. ~iotipos con 
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caracteristicas de maleza y cultivares, sino tambiem detectar Ia presencia de 

posibles fuentes de contaminacion genetica (hibridos AR x CV). 

Ademas de Ia informacion de tipo (arroz rojo , cultivar) tambien se canto con 

descripciones morfologicas de las semillas y plantas, como presencia o largo de 

aristas, apice , color de cascara , habito de crecimiento (Tabla 1 anexo ). Estas 

caracteristicas son utilizadas como descriptores morfologicos a Ia hora de clasificar 

las accesiones de arroz tipo maleza y entre las mismas se encuentran algunas de 

las principales diferencias fenot ipicas respecto a los cultivares de arroz. A efectos 

de estimar si el procedimiento era capaz ademas de describir las diferencias entre 

los tipos maleza y cultivares , sino tambien dentro de Ia poblacion de rojos 

estudiada, el conjunto de entrenamiento fue redefinido para incluir accesiones que 

contaban con informacion morfologica, para las que se dispone de informacion 

sabre todas las variantes moleculares (alelos) determinadas. Los resultados de Ia 

clasificacion se muestran en Ia tabla N° 7. 

Tabla N° 7: Porcentajes de clasificaci6n obtenidos para los datos calibrados 

(resumen de validaci6n cruzada usando vecino mas cercano ). 

[ Numero de observacines ~ Qorcentajes clasificado por tiQO 

I DE TIPO Cultivar I Rojo I Total 

I 1 I 1 I 2 
I 5o I 5o I 1oo 
I Cultivar 6 I 0 I 6 

I 1 oo I o I 1 oo 
I Rojo 0 I 26 I 26 

I o 1 1 oo 1 1 oo 

Cuando el procediendo es corrido para clasificar por tipo, nuevamente observamos 

resultados similares a Ia primer corrida , donde las muestras correspondientes a 

arroz rojo son clasificados correctamente al igual que los cultivares , y los dos 

hibridos incluidos quedan clasificados uno como rojo y otro como cultivar, por lo 

que se estaria nuevamente en presencia de un falso negative. Los resultados 

primaries del PROC DISCRIM se muestran en Ia Tabla N° 5 de anexo, donde se 

observa Ia clasificacion de cada muestra individual. 

Siguiendo el enfoque propuesto anteriormente para solucionar el error generado 

(overfitting) por el exceso de variables (marcadores) incluido en comparacion con el 

numero de observaciones, nuevamente se selecciono un subgrupo de marcadores 

a traves del procedimiento SAS PROC STEPDISC, metoda forward. (tabla N° 6 

anexo) 

,._ 
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Una vez obtenido el subgrupo de variables fue corrido el procedim iento SAS PROC 

DISCRIM para este conjunto de datos. Los porcentajes de clasificaci6n obtenidos 

se muestran el Ia tabla N° 8 

Tabla N° 8: Porcentajes de clasificaci6n obtenidos para los datos calibrados 

( resumen de validaci6n cruzada usando vecino mas cercano) 

Numero de observacines y porcentajes clasificado por tipo 

DE TIPO Cultivar Rojo Total 

0 2 2 
0 100 100 

Cultivar 5 1 6 
83,33 16,67 100 

Rojo 0 26 26 
0 100 100 

Como se observa en Ia tabla de resultados el porcentaje de clasificaci6n para las 

accesiones de arroz rojo se mantiene como en el caso anterior de 100%, mientras 

que en el caso de los cultivares es menor, aproximadamente de 84%. Sin embargo 

los dos hfbridos AR x CV incluidos son clasificadas correctamente. Para el objetivo 

trazado este subgrupo de variables serfa entonces de mayor valor predictive en 

comparaci6n con el total de variables. En Ia tabla N° 7 del anexo se muestra el 

detalle de Ia clasificaci6n para cada una de las accesiones. 

Si se observa Ia tabla N° 7, donde se detalla Ia clasificaci6n para cada una de las 

observaciones, se nota que el cultivar etiquetado como similar a los biotipos de 

arroz rojo (falso positivo) es EEA 404. Este cultivar es considerado de tipo 

tradicional (menor adaptaci6n a sistemas de cosecha mecanizada) con 

caracterfsticas morfo-fisiol6gicas diferentes a Ia de Ia mayorfa de los cultivares y se 

encuentra fuera de los sistemas de selecci6n hace mucho tiempo . Esto podrfa 

explicar porque dicho cultivar podrfa presentar mayor similaridad a los biotipos con 

caracterfsticas de maleza que respecto a las variedades modernas. 

A los cambios que permiten Ia obtenci6n de mejores variedades se los conoce 

como sfndrome de domesticaci6n [Li eta!., 2006]. En general , los cam bios que mas 

se destacan en Ia diferenciaci6n entre una variedad sometida a mejoramiento 

(presion de selecci6n artificial) y las que no los estan (selecci6n natural) , son con 

respecto a ciertas caracterfsticas adaptativas que faciliten el manejo agron6mico de 

las formas cultivadas, buscando par ejemplo Ia reducci6n del desgrane y dormancia 

de las semillas , Ia sincronizaci6n de Ia maduraci6n , el incremento del numero de 

inflorescencias y del rendimiento de granos [Hancock, 2004] . 

Fue posible suponer a priori que entre las variedades modernas y los biotipos con 

caracterfsticas de maleza debfan existir diferencias a nivel de genoma, dadas las 
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diferencias fenot ipicas que existen entre ellos, y que por lo tanto podrian 

encontrase evidencias de asociaci6n entre los marcadores discriminantes y 

caracteristicas vinculadas con el sindrome de domesticaci6n. Es de conocimiento 

que el grupo maleza no es uniforme , tambien existen diferencias fenotipicas entre 

ellos, alguna de elias se enumeran en Ia tabla N° 1 del anexo . En consecuencia se 

discute Ia posibilidad de que el grupo de microsatelites utilizados para Ia 

discriminaci6n entre accesiones de arroz rojo y cultivares pudieran tambien 

describir las diferencias fenotipicas presentes en Ia poblaci6n de arroz maleza 

estudiada. 

Para ello se utiliz6 el conjunto de muestras con caracteristicas morfol6gicas, Ia 

misma cantidad de variables, pero esta vez se seleccion6 cada una de las 

caracteristicas: color de Ia cascara , apice, arista, habitos de crecimiento como 

clase, utilizando el mismo procedimiento de clasificaci6n (k-NN) que en los casos 

anteriores. Debido al pequerio tamario de muestra disponible para estos casos el 

procedimiento de validaci6n cruzada fue reemplazado por una re-sustituci6n de las 

observaciones dentro del conjunto de entrenamiento (lo que determina menor 

precision en las estimaciones de error). La asignaci6n a las clases fenotip icas 

definidas se puede vera traves de los resultados de Ia resustituci6n mostrada en Ia 

tabla N° 9, donde se encuentran para cada una de clases y Ia asignaci6n a cada 

una de elias de las observaciones. 

Tabla N° 9: Resumen de resustituci6n usando algoritmo k-NN 

Numero de observaciones y porcentajes clasificado por tipo I 
color cascara Negro Ocre Paja Total 

Negro 8 0 0 8 
100 0 0 100 

Ocre 0 1 0 1 
0 100 0 100 

Paja 0 0 13 13 .. 
0 0 100 100 

- -~ 

Numero de observaciones y porcentajes clasificado :>or t ipo 

Arista Ausente Larga Corta Total 

Ausente 13 0 0 13 
100 0 0 100 

Larga 0 7 0 7 

0 100 0 100 
Corta 0 0 2 2 

0 0 100 100 
Numero de observaciones y porcentajes clasificado por t ipo 

A pice Paja Purpura Total 

Paja 13 0 13 
100 0 100 

Purpura 0 8 8 
0 100 100 

- --- -

,.,. 
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Los resultados obtenidos por resustitucion muestran que Ia totalidad de las 

observaciones con clase anteriormente asignada , fueron clasificadas 

correctamente. Esta capacidad podrfa ser explicada por Ia ubicacion en el 

genoma de los SSR util izados, indicando que los marcadores microsatelites 

utilizados tienen el potencial de detectar variaciones en regiones cromosomicas 

donde existen determinantes geneticos de las caracterfsticas fenotfpicas que 

presentan los biotipos con caracterfsticas de maleza estudiados. 

El analisis realizado para Ia discrim inacion entre clases con diferentes 

caracterfsticas morfologicas sugerirfa entonces que los SSR utilizados podrfan 

estar localizados en regiones del genoma donde se localizan genes o QTLs 

involucrados en Ia determinacion de los fenotipos caracterfsticos de accesiones 

de arroz rojo. Por lo tanto se buscaron referencias sobre Ia base genetica de 

algunas de estas caracterfsticas involucradas en el sfndrome de domesticacion 

(transicion a formas cultivadas de 0 . sativa L.) en diversas bases de datos 

integradas en Gramene (www.gramene.org). 

El color del pericarpio de Ia semilla , como se planteo anteriormente, es una de las 

caracteristicas que definen a los biotipos con caracteristicas de maleza 

(perjudicando Ia calidad industrial del arroz cultivado), siendo por ello motivo de 

diversos estudios buscando entender su base genetica y fisiologica. Mediante 

estudios de genetica clasica y comparativa han sido identificado QTLs 

directamente relacionados con Ia coloracion del grano de arroz. Recientemente 

fueron identificados dos loci involucrados en Ia coloracion del pericarpio . Uno de 

ellos denominado Rc se encuentra en el cromosoma 7, mientras que otro loci 

denominado Rd se encuentra en el cromosoma 1. Cuando ambos loci estan 

pre;;entes, producen semillas de color rojo. Mientras que cuando se presenta solo 

el Rc produce coloracion de semilla marron y Ia presencia sola de Rd no presenta 

fenotipo. [Sweeney eta/., 2006] . 

El gen Rc es requerido para Ia coloracion rojiza del pericarpio en arroz (O.sativa L.), 

y se encuentra ubicado en una region de 18.5 kb del cromosoma 7, asociado a 

genes que estarian involucrados en Ia determinacion de oras caracteristicas tipicas 

de malezas, el desgrane y Ia dormancia. Este gen presenta 3 alelos que dan 

coloraciones diferentes (Rc que produce semillas con lineas marrones sobre fondo 

rojo ; Re-s que produce rojo mas tenue; rc alelo nulo). El alelo que determina Ia 

coloracion rojiza (Rc y Re-s), fue considerado como mutante, debido a que su 

fenotipo difiere de los cultivares modernos. Sin embargo Ia accion de Rc es 

dominante sobre el pericarpio blanco (rc) , sugiriendo que son los cultivares 

modernos los que presentan el alelos mutante (no funcional) , como una version de 

su ancestro (0. ruffipogon L., semillas rojas) . 
..... ..... 
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Este gen Rc codifica una prote fna bHLH (protefna basica helice-loop-helice) de 668 

aminoacidos., que presenta dominies de bHLH, comunes a factores de trascripcion 

que participan en Ia regulacion de Ia sfntesis de pigmentos (en este caso de 

proantocianidinas, pigmento responsable de Ia coloracion roja). Mediante estudios 

de comparacion de secuencias entre una variedad de arroz cultivado (O.sativa), 

una especie de arroz ancestral (0 . rufipogon) y dos lfneas mutantes para Rc, se 

observo Ia existencia de una delecion de 14 pb en el gen Rc de los cultivares 

(pericarpio blanco), concluyendo que Ia misma serf a responsable de Ia perdida de 

color. Esta conclusion ha sido respaldada por estudios de expresion donde se 

observaron niveles de expresion del gen Rc similares para semillas blancas 

(cultivar), como para rojas (0. rufipogon), con Ia particularidad de que el transcrito 

del cultivar era mas corto (14 bases menos), concordando con Ia informacion de 

secuencia. [Sweeney et a/. , 2006] , dando como resultado una protefna no 

funcional. 

La ubicacion del QTL responsable de Ia coloracion del pericarpio fue determinada 

~ mediante mapeo genetico, con el uso de marcadores I ... ___ I 
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microsatelites flanqueantes. Se encontro que uno de los SSR 

util izados en este estudio esta mapeado en una region cercana a 

dicho QTL. El microsatelite RM234 ubicado en el cromosoma 7, 

esta co-localizado con el QTL involucrado en Ia coloracion del 

pericarpio , dentro del intervale de confianza definido para el 

mismo (lfneas azules), (figura N° 11 ). La distancia entre el gen Rc 

y el marcador RM234, es aproximadamente de -50-60 eM, 

distancia que puede ser considerada demasiado grande para 

inferir Ia co-segregacion. Sin embargo, existen evidencias acerca 

de Ia existencia de grandes bloques conservados que no han 

sufrido recombinacion (haplotipos) a traves de generaciones 

(especialmente para especies autogamas altamente 

seleccionadas a partir de un numero limitado de formas 

ancestrales, Garris eta/. 2003), lo que determinarfa altos niveles 

de desequilibrio genetico (LD) [Daly eta/., 2001 ; Gabriel eta/. , 2002] en este tipo de 

poblaciones. Esto permite sugerir que el SSR RM234 no solo estarfa ligado al gen 

Rc sino que muy probablemente presente desequilibrio genetico respecto a Ia 

region cromosomica donde se localiza este gen. 

Otra de las caracterfsticas importante que diferencian un cultivar de una maleza , el 

desgrane de las semillas, caracterfstica presente en malezas y no en cultivares , 

debido a que esta causa grandes perdidas de rendimiento , ha sido uno de los 

objetivos centrales de los procesos de seleccion realizados por diferentes 

programas de mejoramiento . . .. 
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Se han reportados cuatro loci dentro del genoma de arroz que estz:-.a-

involucrados en el desgrane. Estos son sh1 en el cromosoma 11 [Nagao 

Takahashi , 1963], sh2 en el cromosoma 1 [Oba eta/., 1990], Sh3 en cromosoma 

[Eiguchi y Sano, 1990; Nagai eta/., 2002], y Sh4 en el cromosoma 3 [Fiukuta eta/., 

1994; Fukuta y Yagi , 1998]. Ademas de otros QTLs ubicados en los cromosomas 1, 
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3, 4, 7, 8,11 [Xiong et al., 1999; Cai y Morishimia, 2000 ; Bres

Party eta!, 2001; Thomson eta/., 2003], tam bien involucrados 

con dicha caracterfstica. En Ia figura N° 12 se muestra el mapa 

genetico del cromosoma 3, donde se destacan Ia ubicaci6n de 

otro de los SSRs utilizados en nuestro estudio (RM251) y uno 

de los QTL identificados para esta caracterfstica. El intervalo 

de confianza para Ia ubicaci6n del QTL se encuentra entre 130 

- 200 eM, mientras que el marcador se ubica aproximadamente 

a 60 eM de este. Como en el caso anterior; basados en Ia 

existencia de grandes bloques de conservaci6n (LD) y 

conociendo a traves de los resultados obtenidos en este trabajo 

que este marcador es uno de los que presenta alelos que 

maximizan Ia discriminaci6n entre cultivares y rojos (ver tabla 

N° 6 anexo ), se considera Ia posible asociaci6n del marcador 

vfa desequilibrio genetico como una posible explicaci6n del 

valor predictivo de este marcador para las clases fenotfpicas 

analizadas. 

C9mo se ha discutido anteriormente otra caracterfstica importante que diferencia a 

las variedades cultivadas de las malezas es Ia dormancia de las semillas. Esta 

caracterfstica ha sido definida como geneticamente compleja y cuyo efecto esta 

influenciado tanto por Ia base genetica determinada por diferentes QTLs como por 

factores ambientales [Anderson eta/. 1993]. Estos se encuentran organizados en 

clusters e interactuan unos con otros con altos grados de epistasia, sugiriendo que 

para el control de Ia dormancia , actuarfa una compleja red [Gu eta/. 2004]. 

El arroz presenta grandes diferencias para esta caracterfstica , donde los genotipos 

que presentan mayor grado de dormancia se han encontrado en accesiones no 

domesticadas de especies salvajes (0 ruffipogon L.) y biotipos con caracterfsticas 

de maleza (0. sativa L.) [Oka, 1988; Suh et a/., 1997]. Estos genotipos no 

domesticados podrfan incluir un mayor numero de variantes alelicas para Ia 

dormancia de las semillas, los que podrfan haber sido eliminados por Ia 

domesticaci6n en los cultivados. [Gu eta/., 2004]. Se ha reportado Ia existencia de 

seis QTL para Ia dormancia en arroz, los cuales estan organizados en dos clusters 

[Gu eta/., 2005]. Cuatro de los seis QTLs se encuentran agrupados en uno de los 

clusters, y estan muy relacionados con otras caracterfsticas de las malezas como el 

color de pericarpio, o el desgrane [Gu et a/. , 2005] , como se b~. discutido 
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anteriormente. Estos presentan una ubicacion no aleatoria , Ia que se asemeja a Ia 

estructura de los QTLs del slndrome de domesticacion [Doebley y Stec, 1991 ]. El 

segundo grupo estarla formado por los dos QTLs restantes, que no presentarlan 

asociacion con loci de otras caracterlsticas [Gu eta/. , 2005]. 

La ubicacion de los QTLs del primer grupo fue identificada por Gu et a/ (2004), 

mediante Ia construccion de mapas geneticos localizandolos en los cromosomas 4, 

6, 7, 8, 12, delimitados por marcadores microsatelites. El segundo grupo de QTLs, 

no han sido mapeados en detalle, pero estudios recientes [Gu eta/., 2005] sugieren 

su ubicacion en regiones de los cromosomas 1, 2, 3, 5, y 11. Este ultimo grupo 

tiene efectos menores sabre Ia determinacion de Ia dormancia que los 

pertenecientes al primer cluster. En este caso no se dispone de suficientes 

referencias para plantear que el SSR RM253, mapeado en el cromosoma 5, 

podrlan estar asociado con alguno de los QTLs del segundo cluster; para 

confirmarlo serlan necesarios estudios mas detallados de Ia region , a traves de 

mapeos finos del cromosoma y los QTLs involucrados. 

Existen evidencias de Ia asociacion de entre el color del pericarpio y Ia dormancia 

de las semillas en Arabidopsis y trigo [Debeaujon et al., 2000; Flintman eta/., 2002], 

asl como tambien para biotipos de arroz rojo , posiblemente generada por Ia 

existencia de altos niveles de desequilibrio genetico en las poblaciones iniciales de 

las formas cultivadas [Gu eta/. , 2003]. 

t .-.n ·= -
..'.m 

Figural13 

Especlficamente se ha encontrado asociacion entre el gen Rc 

(responsables de Ia coloracion) , ubicado en el cromosoma 7, 

ligado a uno de los QTLs de dormancia co-localizado en el mismo 

cromosoma, siendo este aparentemente, uno de las regiones 

cromosomicas mas importantes para Ia determinacion de las 

caracterlsticas de dormancia en cereales [Gu et a/., 2004]. Este 

"bloque de genes adaptativos" se habrla ido perdiendo a traves 

del proceso de domesticacion [Ji et a/., 2006]; es interesante 

destacar, que tanto para Ia caracterlstica dormancia de semilla , 

asl como para desgrane y color del pericarpio hay una region 

cromosomica en comun, donde existen QTLs para las tres 

caracterlsticas en el cromosoma 7 (Figura 13). 

El origen del arroz rojo (tipo maleza) no esta clara aun. La existencia de biotipos 

con estas caracterlsticas en Uruguay podrla deberse a Ia introduccion de lotes de 

semilla de arroz contaminados con formas de tipo maleza desde Europa , Iugar 

desde donde fue introducido el cultivo en etapas tempranas del desarrollo· agricola 

previas a Ia amplia mecanizacion que favorece el uso de formas semi-enanas de 
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alto potencial. Dado que en el conjunto de muestras estudiadas se cont6 con 

accesiones de arroz rojo procedentes de regiones de cultivo localizadas en Brasil 

(Rio grande del Sur) as i como accesiones de origen italiano introducidas como 

referencia de formas ancestrales, se ajust6 un procedimiento discriminante para Ia 

clasificaci6n de estas en base a su origen , basado en Ia informacion de cada uno 

de los microsatelites analizados; para ella se corri6 nuevamente el procedimiento 

PROC DISCRIM SAS 9.1 , pero esta vez utilizando como clase el origen de cada 

una de las accesiones. 

Los resultados obtenidos para esta clasificaci6n se muestran en Ia tabla N° 10, el 

detalle de clasificaci6n se muestra en tabla N° 7 de anexo. 

Tabla N° 10: Porcentajes de clasificaci6n obtenidos para los datos ca librados: 

(resumen de validaci6n cruzada) 

Numero de observaciones y porcentaje clasificado en t~o 

De Pais Brasil ltalia Uruguay 

6 0 
Brasil 100 0 

0 7 

ltalia 0 100 

0 0 

~ -
Uruguay 0 

-
0 

Las estimaciones de error para este caso fueron: 

1 - sin tener en cuenta las proporciones de cada clase: 

Brasil 
~ 

Tasa 0.0000 

Anteriores 0.3333 

ltalia 

0.0000 

0.3333 

Uruguay 

0.0000 

0.3333 

2- Teniendo en cuenta las proporciones de cada clase: 

Tasa 

Anteriores 

Brasil 

0.0000 

0.1154 

ltalia 

0.0000 

0.1346 

Uruguay 

0.0000 

0.7500 

0 
0 

0 

0 

39 

100 

Total 

0.0000 

Total 

0.0000 

Total 

-

6 

100 

7 

100 

39 

100 

A partir de los resultados obtenidos en Ia clasificaci6n por pais de origen de las 

accesiones de arroz rojo , se puede inferir que los microsatelites utilizados 

permitirian discriminar entre accesiones procedentes de diferentes r.egiones 

geograficas con valores cercanos a 100% de acierto (dentro de los If mites del 

33 



tamano de muestra utilizado . La posibilidad de diferenciar entre biotipos de arroz 

rojo de diferente procedencia estarfa indicando que las poblaciones locales han 

desarrollado adaptaciones a partir de las formas de 0. sativa L. originalmente 

introducidas con caracterfsticas de maleza , por lo que a pesar de sus diferencias 

son claramente discriminables como grupo respecto a los cultivares modernos. 

El arroz cultivado presenta una estructura genetica determinada en gran parte por 

sus ancestros. Es conocida Ia existencia de dos sub-especies dentro del arroz 

cultivado (0 . sativa L.), indica y jap6nica , que habrfan surgido por eventos 

separados de domesticaci6n de su ancestro comun 0 . ruffipogon L., en diferentes 

regiones y a diferentes tiempos [Garris et a/., 2005] . Dado que el arroz rojo 

pertenece a Ia misma especie que los cultivares es de esperar que los biotipos con 

caracterfsticas de maleza existentes en las diferentes regiones se adapten a las 

condiciones de cultivo para sobrevivir. La existencia de cruzamientos naturales 

entre biotipos con caracterfsticas de maleza y cultivares determ ina Ia existencia de 

un complejo dinamico en constante evoluci6n [Vaughan eta/., 2001] ; por lo tanto se 

considera necesario profundizar en el conocimiento de Ia estructura genetica y 

diversidad de las poblaciones locales, considerando especialmente el posible 

impacto del flujo genetico entre arroz rojo y cultivares respecto a Ia incorporaci6n 

de genes para resistencia a herbicidas dentro de los sistemas productivos de Ia 

region . 

• 

. ... 
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CONCLUSIONES 

1) La utilizaci6n de un numero reducido de microsatelites para genotipado de 

muestras de arroz rojo y cultivares utilizados en Uruguay permiti6 ajustar un modelo 

de clasificaci6n asistida por marcadores basado en el algoritmo k-NN 

2) El conjunto de entrenamiento definido por muestras de arroz rojo y cultivares a 

los que se aplic6 el modelo de clasificaci6n permitirfa aplicar el alto valor predictivo 

para las clases AR y CV a Ia identificaci6n de hfbridos entre biotipos con 

caracterfsticas de maleza y cultivares 

2) La diferenciaci6n genetica de biotipos de arroz rojo respecto a cultivares de arroz 

puede ser una valiosa herramienta para apoyar procesos de control de calidad en 

lotes de semillas basicas (madre y fundaci6n) para variedades utilizadas por Ia 

industria arrocera de Uruguay. 

·-. 
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ANEXO 

TABLA N° 1: Listado de muestras con informacion agron6mica 

Procedencia (sitio de 
colectal Cascara 

Vichadero -1 Negro 

Vichadero - 3 Paja 

Tacuaremb6- 1 Paja 

Tacuaremb6- 5 Paja 

Tacuaremb6- 6 Paja 

Zapata- 1 Paja 

Zapata- 2 Negro 

Zapata- 3 Negro 

Zapata- 4 Paja 

Zapata- 5 Negro 

Zapata- 6 Negro 

Rfo Branco - 1 Paja 

Rfo Branco - 3 Paja 

Rfo Branco - 4 Paja 

La charqueada - 2 Negro 

Rincon de Ramfrez Negro 

Desconocida - 1 Paja 

Desconocida - 2 Paja 

Desconocida - 3 Negro 

INIA Caraguata Paja 

Bluebelle Ocre 

EEA 404 Paja 
--

Habitos de crecimiento referencias: 

m- medio 

p- postrado 

sp- semi postrado 

v- vertical 

sv- semi vertical 

Tipo de Habito 
Apice arista crecimiento 
Rojo Largo SV 

Paja Ausente sp 

Paja Ausente sp 

Paja Ausente m 

Paja Ausente v 

Rojo Corto sv 

Rojo Largo sv 

Rojo Corto sv 

Paja Ausente sv 

Negro Largo sp 

Rojo Largo p 

Paja Ausente sp 

Paja Ausente sp 

Paja Ausente v 

Rojo Largo SV 

Rojo Largo sp 

Paja Ausente m 

Paja Ausente sp 

Rojo Largo SV 

Paja Ausente v 

Paja Ausente v 

Paja Ausente v 

Grupo 
AFLP Tipo 

A Rojo 
c Rojo 
c Rojo 
c Rojo 
B Rojo 
B Rojo 
A Rojo 
A Rojo 
c Rojo 
A Rojo 
A Rojo 
c Rojo 
A Rojo 
c Rojo 
A Rojo 
A Rojo 
c Rojo 
B Rojo 
B Rojo 
B Cultivar 
B Cultivar 
B Cultivar 



Tabla N° 2: Detalle de clasificaci6n por tipo 

sistema SAS 09:50 Tuesday, August 14 , 2007 

• 

Procedimi ento DISCRIM 
Resu l tados de clas ifi caci6n para l os datos cali brados : WORK.ARROZ_ALELOS 

Resultados de vali dac i 6n cruzada usando Vecino mas cercano 

Funci 6n de l a distancia cuadrada 

2 -1 
D (X,Y) = (X- Y) ' COV (X-Y) 

m (X) 
k 

Probabi lidad pos t e ri or de miembro en cada tipo 

Proporci6n de obs en grupo k en el vecino mas cercano de x 

Pr ( j iX) = m (X) PRIOR / SUM ( m (X) PRIOR ) 
j j k k k 

Probabilidad posterior de pertenencia a Tipo 
clasificado 

Procedencia De Tipo en Tipo CULTIVAR ROJO 

Vi chader1 
vichader3 
Tacuarem1 
Tacuarem5 
Tacuarem6 
Zapata_1 
zapata_2 
zapata_3 
Zapata_4 
zapata_5 
zapata_6 
Ri o_B ran1 
Rio_Bran2 
Ri o_Bran3 
Rio_Bran4 
La_charq1 
L<!-_charq2 
Rlncon_d 
Desconoc1 
Desconoc2 
Desconoc3 
INIA....Car 
INIA....Zap 
INIA....Cua 
Bluebell e 
EEA....404 
El_Paso_ 
INIA....Oli 
Itapebi2 
Itapebi3 
Itapebi4 
Itapebi 5 
Itapebi6 
Itapebi 8 
Bellauni1 
Fl_ARP_Il 
Fl_ARP_I2 
Fl_ARP_B3 
Fl_ARP_I4 
Fl_ARP_E5 
Fl_ARN_I6 
Fl_ARN_I7 
Fl_ARN_B8 
Fl_ARN_I9 
Ital ia_2 
Ital ia_7 
Italia_9 
Italia_10 
Ital i a_13 
Italia_17 
Ital i a_19 
Bali ll a 
IRGA....417 
Rio_gran1 
Rio_gran2 
Rio_gran3 
Rio_gran4 
Rio_gran5 
Rio_gran6 

ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CU LTIVAR 
CULTIVAR 
CU LTIVAR 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 

ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
ROJO 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 

* 

* 
* 
* 
* 
* 
* ROJO 

CULTIVAR * 
ROJO 
ROJO 

ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 
ROJO ROJO 

* 
* 

* Obs e rvaci6n mal clas i ficada 

0.0000 
0 . 0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0 . 0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
0 .0000 
0.0000 
0 .0000 
0 .0000 
0.0000 
0 .0000 
0.0000 
0.0000 
0 . 0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0 .0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 

1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1 .0000 
1 .0000 
1.0000 
0 .0000 
0.0000 
1 .0000 
0.0000 
0 .0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1 .0000 
1.0000 
1.0000 
1 .0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1 .0000 
1.0000 
1.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1 .0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1 .0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 



Tabla N° 3: Variables seleccionadas por el procedimiento SAS STEP DISC 

Sistema SAS 09:50 Tuesday, August 14, 2007 

Procedimento STEPDISC 

Resumen de la selecci6n hacia delante 

Correlaci6n 
can6nica 

Numero R-cuadrado Lambda Pr < cuadrada 
Pr > 

Paso en Introducido parci a 1 F- Valor Pr > F de Wilks Lambda de 1 a 
media ASCC 

1 1 RM215_149 0.1468 8.26 0.0060 0.85321655 0.0060 0 .14678345 
0.0060 

2 2 RM251_119 0.1646 9.26 0.0038 0.71274048 0.0003 0.28725952 
0 .0003 

3 3 RM251_118 0 . 2065 11 . 97 0.0012 0.56557507 <.0001 0.43442493 
<.0001 

4 4 RM251_138 0.2729 16 . 89 0.0002 0. 41123086 <.0001 0. 58876914 
<. 0001 

5 5 RM234_155 0.1836 9 . 89 0.0030 0.33573534 <.0001 0.66426466 
<. 0001 

6 6 RM253_124 0.0781 3.64 0.0630 0.30950643 <.0001 0.69049357 
<. 0001 

7 7 RM251_148 0 . 1486 7.33 0.0098 0.26352488 <.0001 0.73647512 
<.0001 

8 8 RM251_117 0.1366 6.49 0.0147 0.22751658 <.0001 0.77248342 
<.0001 

9 9 RM253_132 0.0816 3.55 0.0667 0.20895795 <.0001 0.79104205 
<.0001 

10 10 RM253_130 0.1656 7.74 0.0083 0.17435108 <.0001 0.82564892 
<. 0001 

11 11 RM253_151 0.0619 2.51 0.1215 0.16355229 <.0001 0.83644771 
<.0001 

12 12 RM253_138 0.0668 2.65 0 .1122 0.15262928 <.0001 0.84737072 
<. 0001 

13 13 RM215_145 0.0809 3.17 0.0836 0.14028810 <.0001 0.85971190 
<. 0001 

14 14 RM234_135 0.1169 4.63 0.0383 0.12388562 <.0001 0.87611438 
<.0001 

15 15 RM215_148 0.1471 5.86 0.0209 0 . 10566272 <.0001 0.89433728 
<. 0001 

16 16 RM234_139 0.0619 2.18 0.1494 0.09911838 <.0001 0.90088162 
<.0001 

17 17 RM253_140 0.0672 2.31 0.1387 0.09245684 <.0001 0.90754316 
<.0001 

18 18 RM253_120 0.0355 1.14 0.2940 0.08917828 <.0001 0.91082172 
<.0001 

19 19 RM234_146 0.0570 1.81 0 . 1883 0.08409766 <.0001 0.91590234 
<.0001 

20 20 RM251_123 0.0541 1.66 0 . 2080 0.07954834 <. 0001 0.92045166 
<. 0001 

.. 



Tabla N° 4: Detalle de clasificaci6n por tipo con variables seleccionadas por STEPDISC 

sistema SAS 

• 

14:47 Wednesday, September 26, 2007 8 

Procedi miento DISCRIM 
Resultados de cl as i ficaci6n pa ra los datos cal i brados: WORK.ARROZ_ALELOS 

Resultados de val i dac i 6n cruzada usando vecino mas cercano 

m (X) 
k 

Funci 6n de l a distancia cuadrada 
2 -1 

D (X ,Y) = (X-Y) ' COV (X- Y) 

Probabilidad poste ri or de mi embro en cada Ti po 

Proporci6n de obs en grupo k en el vecino mas cercano de X 

Pr (jiX) = m (X) PRIOR / SUM ( m (X) PRIOR ) 
j j k k k 

Probabilidad posterior de pertenencia a Tipo 
clasificado 

Procedencia De Tipo en Tipo CULTIVAR ROJO 

Vichader 
vichader 
Tacuarem 
Tacuarem 
Tacuarem 
zapata_1 
zapata_2 
Zapata_3 
zapata_4 
Zapata_5 
Zapata_6 
Rio_Bran 
Rio_Bran 
Rio_Bran 
Rio_Bran 
La_charq 
L~_charq 
Rlncon_d 
Desconoc 
Desconoc 
Desconoc 
INIA_Car 
I NIA_Zap 
INIA_Cua 
Bl uebell 
EEA_404 
El_Paso_ 
INIA_Ol i 
Itapebi_ 
Itapebi_ 
Itapebi_ 
Itapebi_ 
Itapebi_ 
Itapebi 
Bellauni 
Fl_ARP_I 
Fl_ARP_I 
Fl_ARP_B 
Fl_ARP_I 
Fl_ARP_E 
Fl_ARN_I 
Fl_ARN_I 
Fl_ARN_B 
Fl_ARN_I 
Italia_2 
Italia_7 
Italia_9 
Italia_1 
Italia_1 
Italia_1 
Ital i a_1 
Balilla 
IRGA_417 
Rio_gran 
Rio_gran 
Rio_gran 
Rio_gran 
Rio_gran 
Ri o_gran 

ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
CULTIVAR 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 

ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 

ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 
ROJO 

* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 

* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 

* observaci 6n mal clas i f i cada 

0.3000 
0 .0000 
0 .0000 
0 .0000 
0.0000 
0.2857 
0 . 3000 
0.0000 
0.0000 
0.3000 
0.3000 
0.0000 
0.3000 
0.3000 
0.0000 
0.3000 
0.3000 
0.3000 
0.2857 
0.3000 
0.0000 
0.0000 
0.4886 
0.0000 
0.4886 
0.4886 
0.4886 
0.4886 
0.0000 
0.3000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.3000 
0.2905 
0.2905 
0 . 2905 
0.2905 
0.2905 
0.0000 
0 . 0000 
0.0000 
0 . 2905 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.3000 
0.2857 
0 . 0000 
0.0000 
0.3000 
0.3000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 

0 .7000 
1 . 0000 
1.0000 
1 . 0000 
1 . 0000 
0.7143 
0.7000 
1.0000 
1.0000 
0.7000 
0 . 7000 
1.0000 
0.7000 
0.7000 
1.0000 
0 . 7000 
0.7000 
0.7000 
0.7143 
0.7000 
1 . 0000 
1 .0000 
0. 5114 
1.0000 
0 . 5114 
0. 5114 
0 . 5114 
0. 5114 
1.0000 
0 . 7000 
1.0000 
1.0000 
1 .0000 
1 .0000 
0.7000 
0.7095 
0.7095 
0. 7095 
0.7095 
0.7095 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
0.7095 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1 .0000 
0.7000 
0. 7143 
1.0000 
1.0000 
0.7000 
0.7000 
1.0000 
1.0000 
1 .0000 
1.0000 
1.0000 

.•. 



Tabla N° 5: Detalle de clasificaci6n por tipo para grupo de muestras con caracterfsticas 
morfol6gicas 

• 

Procedi mien to DISCRIM 
Resultados de clasificaci6n para los datos calibrados: WORK.ARROZ_ALELOS 

Resultados de validaci6n cruzada usando vecino mas cercano 

Funci6n de la distancia cuadrada 

2 - 1 
D (X ,Y) = (X-Y) ' COV (X-Y) 

m (X) 
k 

Probabilidad posterior de miembro en cada tipo 

Proporci6n de obs en grupo k en el vecino mas cercano de x 

Pr ( j IX) m (X) PRIOR / SUM ( m (X) PRIOR ) 
j j k k k 

Probabi l idad posterior de pertenencia a tipo 

Procedencia De tipo 
clasificado 
en tipo cultivar 

vichader1 
vichader3 
Tacuarem1 
TacuaremS 
Tacuarem6 
Zapata_1 
Zapata_2 
Zapata_3 
Zapata_:4 
Zapata_S 
zapata_6 
Ri o_Bran1 
Rio_Bran3 
Rio_Bran4 
L<!-_C~arq 
Rlncon_d 
Desconoc1 
Desconoc2 
Desconoc3 
INIA_Car 
INIA_Zap 
Bluebell 
EEA....404 
El_Paso_ 
INIA_Oli 
Itapebi_ 
Itapebi_ 
Itapebi_ 
Fl_ARN_I 
Fl_ARN_I 
Rio_Gran 

rojo 
roJo 
rojo 
rojo 
rO]O 
rojo 
ro~o 
rO]O 
rojo 
rojo 
rOJO 
rojo 
rojo 
roJo 
rojo 
ro~o 
rOJO 
rojo 
rojo 
cu l ti var 
cu l tivar 
culti var 
cu ltivar 
cu l tivar 
culti var 
rojo 
rojo 
rojo 

ro j o 

rojo 
ro~o 
rO]O 
rojo 
ro)o 
rojo 
rojo 
ro~o 
rOJO 
rojo 
rO]O 
rojo 
rojo 
rO]O 
rojo 
rojo 
rOJO 
rojo 
rojo 
culti var 
culti var 
cultivar 
cultivar 
cultivar 
cultivar 
rojo 
rojo 
rojo 
cultivar 
rojo 
rojo 

* 
* 

0 . 0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0 .0000 
0 .0000 
0.0000 
0 .0000 
0.0000 
0 .0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
1 . 0000 
0.0000 
0.0000 

rojo 

1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0000 
0 .0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0000 
1.0000 
1 .0000 

... 



Tabla N° 6: Variables seleccionadas por el procedimiento SAS STEPDISC para Ia 
clasificaci6n de accesiones con caracteristicas morfol6gicas. 

Sistema SAS 14:46 Friday, August 31, 2007 17 

Procedi mento STEPDISC 

Resumen de l a selecci6n hacia delante 

Correlaci6n 
can6nica 

Numero R-cuadrado Lambda Pr < cuadrada 
Pr > 

Paso en Introducido parcial F-Valor Pr > F de Wilks Lambda de la media 
ASCC 

1 1 RM234_135 0.1479 5. 21 0.0297 0 . 85207101 0.0297 0.14792899 
0 . 0297 

2 2 RM251_118 0 .1959 7.07 0.0126 0.68512821 0.0042 0 . 31487179 
0.0042 

3 3 RM251_138 0.2640 10 .04 0.0037 0.50427350 0.0002 0.49572650 
0 .0002 

4 4 RM215_148 0. 3051 11.85 0.0019 0.35042735 <.0001 0.64957265 
<. 0001 

5 5 RM251_116 0 . 2683 9.53 0 . 0048 0.25641026 <.0001 0.74358974 
<.0001 

6 6 RM234_141 0.4000 16.67 0.0004 0.15384615 <.0001 0.84615385 
<. 0001 

7 7 RM234_144 0.2245 6.95 0.0145 0.11930926 <.0001 0.88069074 
<. 0001 

8 8 RM215_143 0.2065 5.98 0.0225 0.09467456 <.0001 0.90532544 
<. 0001 

9 9 RM215_146 1 .0000 Infi n <.0001 0 .00000000 <.0001 1.00000000 
<. 0001 



Tabla N° 7: Detalle de clasificaci6n por tipo para grupo de muestras con caracteristicas 
morfol6gicas con variables seleccionadas por STEPDISC 

~ 

Procedimiento DISCRIM 
Resultados de clasificaci6n para los datos calibrados: WORK.ARROZ_ALELOS 

Resultados de val i dac i6n cruzada usando vecino mas cercano 

Funci6n de la distancia cuadrada 

2 -1 
D (X,Y) = (X-Y) ' COV (X-Y) 

m (X) 
k 

Probabilidad poste ri or de miembro en cada tipo 

Proporc i 6n de obs en grupo k en el vecino mas cercano de x 

Pr ( j I X) m (X) PRIOR / SUM ( m (X) PRIOR ) 
j j k k k 

Probabilidad posterior de pertenencia a tipo 

clasificado 
Procedencia De tipo en tipo cultivar rojo 

vichader1 rojo rojo 0.2066 0 .7934 
vichader3 rOJO ro~o 0.2066 0.7934 
Tacuarem1 rojo ro~o 0.2066 0.7934 
TacuaremS ro~o ro~o 0.2066 0.7934 
Tacuarem6 ro~o ro~o 0.0000 1.0000 
Zapata_1 ro~o ro~o 0.1969 0.8031 
Zapata_2 ro~o ro~o 0.2066 0.7934 
zapata_3 ro~o rOJO 0.0000 1.0000 
Zapata_4 rOJO rOJO 0.2066 0.7934 
Zapata_S ro~o rOJO 0. 2066 0.7934 
Zapata_6 rOJO rOJO 0.2066 0.7934 
Rio_Bran1 ro~o ro~o 0. 2066 0.7934 
Rio_Bran3 ro~o ro~o 0.2066 0 .7934 
Rio_Bran4 ro~o ro~o 0.2066 0.7934 
L'!--C~ar~ rOJO rOJO 0.2066 0.7934 
Rlncon_ ro~o ro~o 0.2066 0.7934 
Desconoc1 rOJO ro~o 0.2066 0.7934 
Desconoc2 ro~o rOJO 0.2066 0.7934 
Desconoc3 ro1o ro1o 0.0000 1.0000 
INIA_Car cu ti var cu ti var 1.0000 0.0000 
INIA_Za~ culti var cultivar 1.0000 0.0000 
Bl uebe l cultivar cultivar 1.0000 0.0000 
EEA_404 cultivar ro~o * 0.0000 1.0000 
El_Paso_ cultivar cu tivar 1.0000 0.0000 
INIA_Oli cultivar cultivar 1.0000 0.0000 
Itapebi_ rojo rojo 0.2066 0.7934 
Itapebi_ rojo rOJO 0.1969 0.8031 
Itapebi_ rOJO rOJO 0.0000 1.0000 
Fl_ARN_I ro~o * 0.0000 1.0000 
FLARN_I rOJO * 0.2031 0.7969 
Rio_Gran rojo ro~o 0.0000 1 .0000 

*observacion mal clasificada 



Tabla N° 8: Detalle de clasificaci6n por pais como clase 

Sistema SAS 09:50 Tuesday, August 14, 2007 

Procedimiento DISCRIM 
Resultados de clasificaci6n para los datos calibrados: WORK.ARROZ_ALELOS 

Resultados de validaci6n cruzada usando vecino mas cercano 

Probabilidad posterior de pertenencia a Pais 
clasificado 

Procedencia De Pais en Pais B I u 

Vichader1 u u 0.0000 0.0000 1 . 0000 
vichader2 u u 0.0000 0.0000 1 . 0000 
Tacuarem1 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
TacuaremS U u 0 .0000 0.0000 1 . 0000 
Tacuarem6 U u 0.0000 0.0000 1.0000 
zapata_1 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Zapata_2 u u 0 . 0000 0.0000 1.0000 
zapata_3 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
zapata_4 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
zapata_S u u 0.0000 0.0000 1.0000 
zapata_6 u u 0.0000 0.0000 1 . 0000 
Rio_Bran1 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Rio_Bran2 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Rio_Bran3 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Rio_Bran4 u U 0.0000 0.0000 1.0000 
La_charq1 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
La_charq2 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Rincon_d u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Desconoc1 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Desconoc2 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Desconoc3 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
INIA_Car U * 0.0000 0.0000 1.0000 
INIA_Zap B * 1.0000 0.0000 0.0000 
INIA_Cua U * 0.0000 0.0000 1.0000 
Bluebell u * 0.0000 0.0000 1.0000 
EEA_404 U * 0.0000 0.0000 1.0000 
El_Paso_ I * 0.0000 1.0000 0.0000 
INIA_Oli U * 0.0000 0.0000 1.0000 
Itapebi2 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Itapebi3 u u 0.0000 0 . 0000 1.0000 
Itapebi4 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
ItapebiS u u 0.0000 0.0000 1 . 0000 
Itapebi6 u u 0.0000 0.0000 1.0000 
Itapebi8 u u ~0.0000 0.0000 1.0000 
Bellauni u u 0\QOOO 0.0000 1.0000 
F1_ARP_I U U O.uOOO 0.0000 1.0000 
Fl_ARP _I u u , \.J "~ o~'ooo o. oooo 1 . oooo 
F1_ARP _B U U ~ ': .' -'1 0 .-0000 0. 0000 1. 0000 
Fl_AR P _I U U ' r . 0 :'"0000 0 . 0000 1. 0000 
F1_ARP_E U U \ ' 0.0000 0.0000 1.0000 
Fl_ARN_I U U ._ <7 • 0. 0000 0. 0000 1. 0000 
Fl_ARN_I U U <.-'f.,' l, 0. 0000 0 . 0000 1. 0000 
Fl_ARN_B U U - -..; 0. 0000 0 . 0000 1. 0000 
F1_ARN_I U U 0.0000 0.0000 1.0000 
Italia_2 I I 0.0000 1.0000 0.0000 
Italia_? I I 0.0000 1.0000 0.0000 
Italia_9 I I 0.0000 1.0000 0.0000 
Italia_1 I I 0.0000 1.0000 0.0000 
Italia_1 I I 0.0000 1.0000 0 . 0000 

• rtal i a_1 I I 0. 0000 1. 0000 0 . 0000 
Italia_1 I I 0.0000 1.0000 0.0000 
Balilla u u 0.0000 0.0000 1.0000 
IRGA_417 U U 0.0000 0.0000 1.0000 
Rio_gran1 B B 1.0000 0.0000 0.0000 
Rio_gran2 B B 1.0000 0.0000 0.0000 
Rio_gran3 B B 1.0000 0.0000 0.0000 
Rio_gran4 B B 1.0000 0.0000 0.0000 
Rio_granS B B 1.0000 0.0000 0.0000 
Rio_gran6 B B 1.0000 0.0000 0.0000 

* observaci6n mal clasificada 

1 2 b 0 0 


