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RESUMEN

Se realizé la caracterizacion genético-bioquimica de 19 accesiones de arroz (Oryza safiva L.) utilizando la electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE), para las isoenzimas peroxidasas, esterasas y polifenoloxidasas y para las proteinas totales, empleando extractos foliares.Los
resultados de los electroforetogramas fueron procesados mediante el paquete de programas MAT-GEN y un analisis de conglomerados
(Cluster). Se demostré la presencia de variabilidad genética para estos genotipos, ya que se encontraron diferencias en los patrones de bandas
para todos los sistemas proteicos. Ademds en el dendrograma se observa la formacién de diez grupos, con las mayoras semejanzas dentro de
los grupos IV y V.
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ABSTRACT

A genetic-biochemistry characterization was made for 19 rice accessions using leaves extracts in polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE)
for peroxidase, esterase and polyphenoloxidase isozymes and total proteins. The results were processed by MAT-GEN software and Cluster
Analysis. The genetic variability was demonstrated because in all protein systems studied differences in electrophoretic patterns were

demonstrated. The dendrogram showed the formation of ten groups with the main similarities in the IV and V groups.
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INTRODUCCION

Actualmente un tercio del planeta depende del arroz (Onza
salival.), como elemento basico de su dieta. Estas cifras
indican que la produccién global de arroz debe
incrementarse en un 70% para satisfacer la demanda, ya
que para el afio 2005 la poblacién humana sera de 8,3 mil
millones de habitantes. Esto requiere de nuevas estrategias
de investigacion, para lograr un aumento sostenible de la
produccion de arroz, preservando al mismo tiempo el medio
ambiente y el bienestar de los productores. Los estudios
del polimorfismo isoenzimatico de los recursos
fitogenéticos pueden ser muy Utiles para el reporte y
mantenimiento de la diversidad genética presente en las
colecciones (Fedearroz, 1997a y b).

Las isoenzimas y las proteinas totales, han sido utilizadas
para estudiar la dinamica poblacional, agrupar los sistemas
de varias especies y para estimar la variabilidad genética
presente entre especies y variedades de diferentes cultivos
(Bouvier, 1993).

Dada su utilidad como un instrumento capaz del marcaje
genético, desde hace mas de una década se han
desarrollado diversos estudios encaminados a conocer la
composicion isoenzimatica en el genero Oryza (Second

y Trouslot, 1980; Iglesias e/a/, 1995 a y b). Con vistas a
estudiar las diferencias entre los tipos indica y japénica
de arroz, Sano y Morishima en 1992 realizaron una amplia
colecta en Asia determinando la presencia de seis loci
polimérficos que codifican para isoenzimas, los cuales
son empleados actualmente para la clasificaciéon en este
cultivo.

En nuestro pais, Iglesias y Gonzélez (1995 a) utilizaron
los estudios isoenzimaticos, para detectar posibles
marcadores bioquimicos de la salinidad en variedades de
arroz, que pueden ser de utilidad en la seleccion de
genotipos tolerantes a dicho estres.

En este trabajo, los objetivos son:

-Realizar la caracterizacién genético-bioquimica de 19
accesiones de arroz, para tres sistemas isoenzimaticos
y las proteinas totales.

-Determinar las afinidades genéticas entre las accesiones,
a través de los resultados electroforéticos.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal:
Se estudiaron 19 accesiones de arroz (Oryza satival.),
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de la coleccién de germoplasma de la Estacién
Experimental del Arroz «Los Palacios», en Pinar del Rio,
que incluyé genotipos cubanos y variedades procedentes
de diversos paises (Tabla ). La siembra en el campo se
realiz6 de forma directa a chorrillo, en parcelas de 2 metros
de largo por 2 metros de ancho (4m?), a una distancia de
15 centimetros entre surcos, mediante un disefio
completamente aleatorizado con 4 réplicas (MINAGRI,
1994),

Estudio Electroforético:

Para los andlisis electroforéticos se emplearon extractos
foliares a partir de la colecta de hojas sanas del tercio
medio, cuando las plantas tenian 45 dias. Se maceraron
5 gramos de estas hojas en un mortero, a las que se les
agrego 30 gotas de una solucién de sacarosa al 20%. Los
extractos fueron filtrados en tela de gasa envasados en
frascos de cristal y mantenidos a -4° C hasta su utilizacion.
Las corridas electroforéticas se realizaron en gel de
poliacrilamida (PAGE) con buffer de corrida Tris-glicina 0.04
M de pH 8.3, en una cdmara vertical Mighty Small Il de
Pharmacia Biotech para buffers discontinuos (Orstein,
1964; Davis, 1964). Para las isoenzimas peroxidasas,
polifenoloxidasas y esterasas, se empled un gel de
separacion de 8.5%. En el caso de las proteinas totales,
se utilizo el sistema SDS-PAGE con un gel de separacion
del 12%. Después de las tinciones empleadas para cada
sistema proteico (Tabla II), los geles fueron conservados
en una solucion de 4cido acético glacial al 10% (Gonzélez,
1989).

Andlisis Estadistico:

A partir de los resultados obtenidos en los
electroforetogramas, se analizaron lag semejanzas entre
los genotipos mediante el empleo del paquete de
programas MAT-GEN (Sigarroa y Cornide, 1995), para
obtener la matriz de similitud por el indice de Apéstol o
Simple Matching (Apéstol, 1993). La matriz de similitud
fue procesada porun Anglisis de Conglomerados (Cluster)
(Daviers, 1973) para representar mediante un dendrograma
las relaciones fenéticas entre el material estudiado.

RESULTADOS Y DISCUSION

La composicién electroforética de las proteinas totales
permite apreciar un total de nueve bandas, siendo
comunes seis de ellas a todas a las accesiones (Fig. 1).
De las tres bandas polimdrficas, la ubicada en 3.0
unidades no aparece solamente en el caso de Perla de
Cuba, mientras que se encuentran ausentes
las bandasde 2.4y 2.5 unidades, en IR-1529-430, Perla
de Cuba, Century Patna, M-55, IR-36, IR-837 y en el
mutante 8551. Para otros cultivos como la pifia y el tomate,
también aparece un alto nimero de bandas en los
proteinogramas y las diferencias entre las entidades estsn
dadas por la ausencia de algunas de ellas, mas que por
la presencia de bandas propias (Arias, 1998; Florido,
1999).

En el zimograma de las isoenzimas peroxidasas (Fig. 2)
se constat6 la existencia de una alta actividad enzimatica

TABLAI

Accesiones, progenitores Y procedencia.
Ne ACCESIONES Progenitores Procedencia
1 IR-1529-430 Sigadis 2/TN-1//IR-24 Filipinas
2 Perla de Cuba IR-1529-430/VNIIR3223 Cuba
3 J-104 IR-880-5-2/IR-930-16-1 Pert
4 INCA LP-1 J-104/Amistad 82 Cuba
5 Ceysvoni SML 997/Awai Surinam
6 Century Patna Tejas Patna/Rexoro/IR Blurssa U.S.A.
g rf’:ll-5356 IR-1561-228//4"IR-24/0.Niv//CR 94-3 Filipinas
9 Pokkali - Srilanka
10 Tetep - 5
11 I1R-759-54-2-2 IR-8/(Peta/3 x Dawn) _Filipinas
12 IR-837 IR-262-43-8-11/Niaw_San Pahtawng Filipinas
13 Cica-8 CICA-4//F1 |R-665/Tetep Colombia
14 INCA LP-2 |R-759-54-2-2/6066 Cuba
15 INCA LP-5 — 2077/CP1-C8 Cuba
16 ~ INCA LP-8 Somaclén Amistad ‘82 Cuba
17 Oryzica-1 ' P 1223/P 1225 Colombia
18 2084 Vietnamita - -
19 8551 Mutante Amistad’'s2 Cuba
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TABLAII
Métodos de Tincién Empleados.
SISTEMA TINCION
PEROXIDASAS Iglesias y Gonzélez, 1991
POLIFENOLOXIDASAS | Guedes y Rodriguez, 1974
ESTERASAS Gonzélez y Gonzalez, 1981
PROTEINAS TOTALES Laemmli, 1970

desde el punto de vista cualitativo, pues este sistema

* presenté un total de doce bandas, de las cuales, cuatro
solamente fueron comunes a todas las accesiones. La
divergencia entre los zimogramas para este sistema entre
las accesiones estudiadas concuerda con lo esperado,
dadas las notables diferencias morfoagronémicas y de
resistencia que presentan las mismas.

Estas isoenzimas son muy empleadas por ser uno de los
sistemas mas polimérficos y el papel que desempefan
en la biosintesis de los componentes de la pared celular,
la diferenciacién celular y la resistencia a factores biéticos
y abidticos (lglesias, 1995 a y b).

Para las isoenzimas esterasas se observa también un
alto polimorfismo, ya que se presentan un total de ocho
bandas, de las cuales tres son comunes a todas las

accesiones, tres bandas son polimérficas y se presentan
bandas propias en cuatro accesiones (Fig.3).

El polimorfismo que se observa para estas isoenzimas ha
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Fig. 1. Proteinograma para las accsesiones estudiadas.

sido reportado también en otros cultivos como platanos,
bananos, citricos, ajo y tomate (Roman ef a/, 1997;
Florido, 1999).

En la figura 4 se presenta el zimograma de las isoenzimas
polifenoloxidasas, con un total de cinco bandas, de las
cuales solamente la banda de 1.5 unidades esta ausente
en 11 de las accesiones estudiadas.

La presencia de un marcado monomorfismo en estas
isoenzimas ha sido referido para otros cultivos por
Gonzalez (1989) y Gonzalez ef a/(1998).

Con el fin de examinar la variabilidad isoenzimatica en un
grupo de variedades de arroz utilizando extractos de hojas,
semillas y raices, se estudiaron los sistemas peroxidasas,
esterasas,polifenoloxidasas,amilasas,
leucinoaminopeptidasas y glutamico oxidotransferasas,
los que revelaron la presencia de un polimorfismo tisular y
varietal importante, asi como una mayor actividad
enziméatica y resolucion electroforética para las isoenzimas
peroxidasas, esterasas y polifenoloxidasas (Iglesias y
Gonzalez, 1991 a).

Diversos estudios han demostrado la relacion existente
entre algunos caracteres morfoagronémicos y genético-
bioquimicos, la cual es de utilidad en la identificacién de
genotipos y en los programas de mejoramiento genético
(Stilber efal, 1982; Price, 1984; Frey efal, 1986; Iglesias
etal, 1991 b).

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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Fig. 2. Zimograma de peroxidasas.

Enlatabla il se presenta un analisis general, teniendo en
cuenta el total de bandas de cada sistema proteico, el
numero de bandas polimérficas en cada uno de ellos yel
porciento de polimorfismo que se presenta en los mismos.
Para todos los sistemas se obtuvo un 50% de polimorfismo,
lo que indica la utilidad de los mismos en la caracterizacién
de este banco de germoplasma, siendo las isoenzimas
peroxidasas y esterasas las de mayor variabilidad.
Resultados similares fueron obtenidos en arroz por Iglesias
y Gonzélez (1991), Iglesias efa/ (1991; 1994) y Gonzdlez
(1996).

Los resultados del Andlisis de Conglomerados aparecen
en la figura 5 con la formacién de 10 grupos.

Las mayores semejanzas se presentan dentro de los
grupos IV'y V. En el grupo IV aparecen la mayoria de los
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tipos INCA LP, los cuales fueron obtenidos por métodos
convencionales y biotecnologicos en la Estacidn
Experimental del Arroz «Los Palacios», a los que se le
unen las accesiones comerciales actualmente en
produccién Perla de Cuba y J-104, todas ellas con un alto
potencial productivo. El grupo V incluye la mayoria de las
variedades introducidas en nuestro pais, desde Colombia
y Filipinas.

Al realizarse un andlisis de conjunto, queda establecida
la semejanza existente entre todas las accesiones, lo
que indica origenes similares o el empleo de progenitores
comunes en los diferentes cruzamientos. En tal sentido,
Deus et al (1997) y Fuentes &7 a/ (1999) han sefialado
como una de las principales limitaciones de los programas
de mejoramiento en América Latina, las reducidas fuentes
de variabilidad genética existentes en este cultivo.
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TABLA il

Andlisis integral de la variabilidad genética a partir de los resultados electroforéticos.

SISTEMA TOTAL DE BANDAS No. DE BANDAS No. DE BANDAS

POR SISTEMA MONOMORFICAS POLIMORFICAS (%)

PEROXIDASAS 12 4 8 (66.6)

ESTERASAS 8 3 5 (62.5)

POLIFENOLOXIDASAS 5 4 1 (20.0)

PROTEINAS TOTALES 9 6 3 (33.3)

GENERAL 34 17 17 (50.0)
CONCLUSIONES Proceeding of | International Symposium on Nuclear and

- Los sistemas isoenzimaticos y las proteinas totales
permitieron detectar las diferencias entre las accesiones,
siendo las isoenzimas peroxidasas y esterasas las mas
polimoérficas.

- La metodologia empleada en este trabajo es dtil en la
evaluacion del polimorfismo varietal de arroz, dada la
alta resolucion y estabilidad electroforética de los
sistemas estudiados.

- La semejanza existente entre las variedades indica
origenes similares y el empleo de progenitores comunes
en diferentes cruzamientos; las mayores afinidades
genéticas aparecen dentro de los grupos IV y V, de los
10 grupos conformados.

- Se comprobd que no existen genotipos duplicados
para las accesiones de arroz estudiadas.
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