+“Cultivos Tropioales 15(1):53-56,1994

ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD ISOENZIMATICA
EN CULTIVARES DE ARROZ (0. sativalL.
OBTENIDOS POR INDUCCION DE MUTACIONES
CON RAYOS GAMMA Y NEUTRONES RAPIDOS

J. L. Fuentes, E. Padrén y Lourdes Iglesias

ABSTRACT. This research work studied the isoenzymatic
variability of a group of rice (cv. J-104) mutants obtained
through gamma ray and fast neutron (14 MeV) mutation
induction. Among all enzymatic systems studied,
peroxidases, sterases, polyphenoloxidases and alcohol
dehydrogenases, the first two were the most polymorphous
ones. All mutants tested were classified into four groups
according to the multiple conrrespondence factorial
analysis of isoenzymatic variants detected. Results
showed that both gamma radiations and fast neutrons
generate a great variability which can be detected by means
of isoenzymatic patterns. It also discusses the biochemical
variability existing upon biochemical variants generated
through mutational induction in the analyzed material.
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INTRODUCCION

El mejoramiento por radiomutagénesis ha deveni-
do en los Gltimos afos una importante via para la
obtencién de variedades promisorias en numerosos
cultivos de interés econbmico. Dentro de estas, el
cultivo del arroz ha recibido una atencion especial,
contandose ya en la actualidad con 251 nuevas varie-
dades que han sido introducidas en la produccion
(Wang, 1991).

En nuestro pais se desarrolla desde 1988, un pro-
gramade mejoramiento en el cuitivo del arroz mediante
el empleo de radiaciones ionizantes (Deus et a/., 1991,
yGonzélezet al., 1992), a partir del cual se han obtenido
mutantes promisorios que se encuentran en fase de
generalizacion. Sin embargo, hasta la fecha no se
dispone de informacion precisa sobre la variabilidad
genéticagenerada porla aplicaciéon de estas en dichos
materiales.
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RESUMEN. Se estudio la variabilidad isoenzimatica en un
grupo de mutantes de arroz (cv. J-104), obtenidos por
induccion de mutaciones con rayos gamma y neutrones
rapidos (14 MeV). De los sistemas enziméticos estudia-
dos: peroxidasas. esterasas, polifenoloxidasas y alcohol
deshidrogenasas, las isoenzimas esterasas y peroxidasas
resultaron las mas polimérficas. Fueron clasificados en
cuatro grupos los mutantes examinados, sobre la base del
analisis factorial de correspondencia multiple efectuado a
partir de las variantes isoenzimiticas detectadas. Los re-
sultados obtenidos demuestran que las radiaciones gam-
ma y los neutrones rapidos generan una alta variabilidad
que puede ser detectada por medio de patrones isoenzi-
maticos. Se discute la variabilidad bioquimica existente
sobre la base de las variantes bioquimicas generadas por
induccién de mutaciones en el material analizado.
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Dado que el polimorfismo enzimatico constituye
un instrumento eficaz, que ofrece una medida més
directa de la variabilidad genética que el empleo de
marcadores convencionales (Lourdes Iglesias y Maria
C. Gonzalez, 1991), se desarrolié el presente trabajo
con el objetivo de examinar la variabilidad isoenzimatica
generada por la accion de radiaciones lonizantes en
mutantes obtenidos a partir de la variedad J-104.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal de partida estuvo constituido
por un grupo de mutantes obtenidos por Deus et al.
(1991) a partirde la variedad J-104 (Tabla ).

Las semillas de la generacién Me de dichos mu-
tantes y su testigo fueron cultivadas en condiciones de
invernadero. Muestras de tejido foliar (0.2 g) fueron
homogeneizadas en frio mediante el empleo de una
solucion de sacarosa al 20 %. Los analisis electroforé-
ticos fueron efectuados en un sistema de tampones
discontinuos y geles de poliacrilamida, segun la meto-
dologia descrita por Lourdes Iglesias, Lima y Simén
(1974). Er todos los casos se utiliz6 la variedad J-104
como testigo, analizandose dos réplicas como minimo
por cada sistema enziméatico examinado (Tabla Ii).



Tabla |. Relacién de los cultivares estudiados

No. de No. de Mutageno
orden germoplasma aplicado Dosis
1 3114 y 200 Gy
2 2965 N 20Qy
3 2998 N 20 Gy
a 3100 N 20 Gy
5 3102 N 20Gy
6 3180 N 20Qy
7 3103 N 20 Gy
8 3084 N 20 Gy
9 308t N 20 Gy
10 3082 N 20 Gy
" J104* - -

y - rayos gamma (5°Co)
N - neutrones rapidos (14 MeV)
® . Material de partida para el trabajo mutagénico

Tabia |l. Sistemas enziméticos utilizados

Sistemas enziméticos Abreviatura
| - Oxidorreductasas
Polifencloxidasas Pox
Peroxidasas Px
Aloohol
deshidrogenasas Adh
11 - Hidrolasas
Esterasas Est

Para la caracterizacién de los sistemas enziméti-
cosen estudios (isoenzimas peroxidasas (Px), polifeno-
loxidasas (Pox), esterasas (Est), alcohol
deshidrogenasas (Adh})), fueron empleadas las técnicas
detincién y conservacién descritas por Lourdes Iglesias
y MariaC. Gonzalez (1991).

Seuutilizé el analisis factorial de correspondencias
multiples, para determinar el grado de divergencia bio-
quimica existente entre los genotipos en estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los cuatro sistemas enzimaticos analizados
(Tabla If), solo los sistemas Px, Est y Adh resultaron
polimérficos.

Resultados similares han sido obtenidos por Endo
y Morishima (1983) en diferentes especies dearroz. En
general, se ha indicado que las isoenzimas Pxy Est se
encuentran entre los sistemas mas polimérficos en
plantas (Second y Trouslot, 1980; Glazmann, 1982;
Lourdes igiesias y Maria C. Gonzalez, 1991).

En el zimograma de Px se puede observar la
existencia de tres bandas polimérficas de un total de
seis detectadas (Tabla lli). En este sistema fueron de-
tectados cuatro grupos diferentes de individuos que
corresponden a las variantes 1, 2, 3, 4 respectivamente
(Figura 1a).

Tabla lll. Polimorfismo detectado en cada sistema

enzimatico
Sistemas enzimaticos
No. de bandas Px Est Adh Pox
Monomorficas 3 1 3 2
Polimérficas 3 7 1 -
Total 8 8 4 2

De forma general, el sistema Est resulté el mas
polimérfico, dado que se detectaron siete bandas de un
total de ocho observadas (Figura 1b). Estas bandas
polimérficas conformaron ocho variantes diferentes
que agruparon a todos los individuos analizados.

En cambio, los perfiles electroforéticos de isoen-
zimas Adh (Figura 1c) se caracterizaron por mostrar un
menor polimorfismo que los dos anteriores, dada la
presencia de unasola banda polimérfica de un total de
cuatro observadas.

Por el contrario, el sistema de Pox mostré una
notable homogeneidad electroforética, comprobando-
se para todos los individuos en estudio un patrén co-
man de dos bandas monomérficas (Figura 1d), lo cual
contrasta con lo detectado por Lourdes Iglesias y Maria
C. Gonzalez {1991) en este cultivo.

Al comparar los patrones electroforéticos obteni-
dos de los mutantes estudiados con el testigo J-104, se
pudo observar tanto la aparicién de nuevas bandas
como laausencia de algunas de ellas en el caso de los
sistemas Px y Est; en cambio, en el caso del sistema
Adh, solo se observé ausencia de bandas.

Lo anterior se corroboré al efectuar los célculos
comrespondientes al por ciento de cada variante del total
de individuos presentados en la takla IV, lo que revela
la notable variabilidad existente en el material exami-
nado.

Tabla IV. Por ciento de ceda variante obtenida de
los perfiles electroforéeticos con
respecto al total de cultivares estudiados

No. de Sistemas enzmaticos

variantes

obtenidas Px Est Adh Pox
1 18.1 9 a* 100*
2 27.2 9 9 -
3 454 363
4 o 9
5 -~ 9
6 - 9
7 - 9
8 - o*

* Variante que presenta el patron electroforético del testigo
O savva (cv. J-104)

Por otra parte, el tratamiento preliminar de la ma-
trizde datos, conformada por los 11 genotipos diferen-
tesestudiados y las 11 variables bioquimicas originales,
analizadas por factorial de correspondencia muitiple
(TabiaV), permitiodetectar laexistenciade una notable
diversidad bioquimica en la distribucién de los indivi-
duos por cada una de las clases definidas.

El analisis de los valores y vectores propios (Ta-
bla VI) revel6 que los tres ejes considerados extrajeron
el 72 % de la variabilidad; aunque los ejes 1y 2 fueron
determinantes para estos resuitados, dado por la con-
tribucién ejercida en dichos ejes, principaimente por la
presenciade la segunda banda del perfil electroforético
de Px (PxAy), la quinta (EstHo) y sexta bandas (Estlo)
del perfil de Est, asi como la ausencla de la séptima
banda (EstJ1) del perfil electroforético de Est.
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Figure 1. Patrones de bandas iscenziméticas de las distintas variantes obtenidas del
tejido foliar del material estudiado: A) Px, B) Est,C) Adhy D) Pox

Tabla V. Centidad de individuoe en cada clase pars
les varisbles bioquimicas detectadas

No. No. de
de la banda Definicién  individuoe
Varisbles en ol porfl  Modalidades de la slase en la clase
electroforético
Pxs 2 1 o 9
2 1* 2
Pw 3 1 [4) 3
2 1 8
Pxc 4 1 [+] 7
2 1 4
Esty 1 1 o ]
2 1 8
Esty 2 1 o ]
2 1 8
Esty 3 1 [s) [ ]
2 1 3
Esty 4 1 0 ]
2 1 8
Esty 8 1 o 10
v 2 1 1
Est 8 1 o 10
2 1 1
Eey 7 1 ) 1
2 1 10 .
Adhy 4 1 o] 1
2 1 10
0* ausencia de la banda
1* presencia de la banda

Enlafigura 2 se muestra la amplia distribuciéon de
los individuosy las variables examinadas en los planos
iy

Sobre la base de la diversidad bioquimica detec-
tada, fueron clasificados los individuos estudiados en
cuatro grupos bioquimicamente diferentes, donde los
grupos ll y IV se encuentran muy distantes del que
- Incluye al testigo {(grupo |).

Result6 de interés comprobar la presencia de los
cultivares 3114 y 2965 dentro de un mismo grupo, en
los cuales estan siempre presentes las bandas 3(EstF 2),
5(EstH2) y 6(Estiz) del perfil electroforético de Est, asi
como la segunda (PxAg2) del perfil de Px, a pesar de que
los cultivares mencionados son originados de
mutagenos diferentes (Tabla I).

Por otra parte, se encontré que los pertiies
electroforéticos de Est de los cultivares anaiizados se
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Tabla VI. Matriz de valores y vectores proplos

Ejo 1 Eje 2 Ele 3

A 043 018 019
% de contribucién
de cada eje 43 18 13
% de contribucion
acumulado . 43 59 72
Autovectores
Pxa1 0.588° 0.484 0.083
Pxa2 2638 2224 0374
P -1.798 2470 0.768
Pxuo2 0.671 0.528 0.287
Pxcy 0.679 1.003 0.860
Pxc2 -1.195 -1.784 -1.808
Eotat 1183 -0.088 -0.569
Estaz 1.414 0107 0683
Eote 1414 0107 0.683
Este2 1183 -0.089 0.589
Esty 0.738 0.507 0,588
Est2 1.961 -1.352 -1.491
Estg 0.794 1.278 1.781
Estg2 -0.666 1.082 -1.484
Esths -0.268 0.222 -0.037
Entyz 2638 -2224 0374
Estt -0.266 0.222 0.037
Eastyz 2038 -2 224 0.374
Eatyy 1.690 -8.008 4.842
Est 0168 0.501 0484
Adhy, -2009 1.726 5.878
Adhio 0207 0172 0.559

4 velores propios

Letras de ia a hasta ia k son las variables asignadas a las bandes
polimédrficas de los sistemas estudiados

1 y 2 son las modaliiades de oada variable bioquimica

caracterizaron por estar relacionada la presencia de la
tercera (PxBg) banday la ausencia de ia cuarta (PxCs),
excepto en el testigo J-104.

De igual forma, se encontrd la existencia de una
relaciéndefinida entre la presencia de la primera banda
(EstD2) y la ausencia de la segunda (EstEi) en los
perfiles electroforéticos de Esty viceversa.

Los resuitados obtenidos demuestran que las
radiaciones gamma y neutrones rapidos generan una
attavariabilidad, que puede ser detectada por medio de
patrones isoenzimaticos; resultados similares han sido
obtenidos en otros cultivos (Susana Pérez y Lourdes
Iglesias, 1992). La base de datos obtenidos de estos
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Figura 2. Representacion grifica de la varisbilidad bioquimica generada
por rayoe A y neutrones ripidoe en ol material estudiado

trabajos, conjuntamente con los estudios de mar-
cadores moleculares que, como los RFLP (Fuentes et
al., 1993), se efectiian en aquellas variedades de arroz
de mejores caracteristicas genéticas, permitirdn dis-
poner de marcadores genéticos que viabllicen los
_ programas de mejoramiento. por induccién de
mutaciones que actuaimente se encuentran en desar-
rollo.
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