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PATRONES ELECTROFORETICOS DE PEROXIDASAS,
ESTERASAS, POLIFENOLOXIDASAS Y DANO FOLIAR

EN PLANTULAS DE ARROZ (Oryza sativa L.) SOMETIDAS
A ESTRES DE BAJAS TEMPERATURAS

Sandra H. Diaz®, R. Morejon, Elena L6pez, Noraida Pérez y R. Castro

ABSTRACT. Thiswork was devel oped at Plant Geneticsand
Breeding Laboratory from theNational Institute of Agricultural
Sciences in 2002, with the objective to find electrophoretic
polymorphic bands that can be used as markers to select rice
genotypes with cold tolerance. The effect of different
temperature treatmentswas studied (0, 5, 10, 15 and 20°C) on
rice seedlings 25 days after germinating Dodo and IR-837,
resistant and susceptible varieties, respectively, which grew
under controlled conditions (25°C). Theextraction wascarried
out at three different moments and the isoenzimatic sterase,
peroxidase and polyphenol oxidase systems were studied, as
well as leaf damage measured by membrane permeability.
Results indicated that immediately after having applied
temperature stress, the most significant changestook placein
the electrophoretic patterns and it was detected that the most
sensitive system to temperature changes was
polyphenol oxidases. When reducing temperatures, leaf damage
percentage of resistant and susceptible varieties increased
gradually and abruptly, respectively.

Keywords: rice, Oryza sativa, cold tolerance, varieties,
genetic markers

INTRODUCCION

El uso de marcadores morfoagronémicos y
bioquimicos para el estudio de la diversidad genética en
plantas, es una practica comun; las isoenzimas han pro-
bado su utilidad para la certificacién de las variantes
genéticas obtenidas (1, 2, 3, 4).

Numerosas han sido las isoenzimas utilizadas en
los estudios de caracterizacion bioquimica, debido a su
alto nivel de polimorfismo y generalmente se han obteni-
do buenos resultados; tal es el caso de las peroxidasas,
fosfatasas acidas, esterasas, superoxido dismutasas,
polifenoloxidasas y proteinas totales, entre otras (5, 6, 7).
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RESUMEN. El trabajo se desarrollé en el Laboratorio de
Genéticay Meoramiento Vegetal dd Instituto Naciond deCien-
ciasAgricolas en e 2002, con €l objetivo de detectar perfiles
electroforéticos polimorficos, que puedan ser utilizados como
marcadores paraasistir lasel eccion de genctiposde arroz tole-
rantesal frio. Seestudid € efecto de diferentestratamientosde
temperatura(0, 5, 10, 15y 20°C) sobre plantulasde arroz con 25
diasde germinadas delasvariedades Dodo e |R-837 resistente
y susceptible, respectivamente, las cual es crecieron en condi-
ciones controladas (25°C). Laextraccion serealizo en tresmo-
mentosy se estudiaron |os sistemas i soenziméti cos esterasas,
peroxidasas y polifenoloxidasas, asi como se evaluo € dafio
foliar medido por lapermeabilidad de membrana. Losresulta-
dos indicaron que inmediatamente después de aplicado €l
estrés de temperatura, se producen | os cambios mas significa-
tivosen los patrones el ectroforéticosy se detectd que el siste-
ma mas sensible a los cambios de temperatura es el de
polifenoloxidasas. Con e descenso de las temperaturas se
incrementagradual y bruscamente el porcentaje dedafio foliar
de las variedades resistente y susceptible, respectivamente.

Palabrasclave: arroz, Oryza sativa, toleranciaal frio, varie-
dades, marcadores genéticos

Durante los procesos de crecimiento y desarrollo, mu-
chas plantas presentan drasticos cambios en su expre-
sién enziméatica. El uso de las isoenzimas como marca-
dores esta bien probado y sus variantes definidas
genéticamente han evidenciado su importancia en la eva-
luacion de la variabilidad genética en algunos cultivos como
arroz, cebada, maiz, frijol, papa, trigo, soya, tomate, en-
tre otros (8, 9, 10).

La falta de resistencia a las bajas temperaturas de
las variedades de arroz hace que, en sentido general, en
el mundo se reduzca considerablemente el rendimiento,
asi como el periodo de siembray, por tanto, el &rea total
en muchas regiones productoras de arroz. Es por ello
que resulta de suma importancia en los programas de
mejoramiento del cultivo, poder contar con marcadores
gue puedan ser usados para asistir la seleccion y permi-
tan identificar genotipos con alto grado de adaptabilidad
alfrio.
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Cuba no presenta condiciones invernales severas;
sin embargo, durante los meses de diciembre a febrero
las temperaturas suelen presentar un comportamiento
inestable con la llegada de los frentes frios. Entre los
efectos de las bajas temperaturas se encuentran la re-
duccién del porcentaje de germinacion y el establecimien-
to de las plantulas en el campo, el amarillamiento de las
hojas, asi como la reduccion de la altura y el alargamien-
to del ciclo vegetativo, si la incidencia ocurre en los pri-
meros estadios de desarrollo (germinacién-ahijamiento).
Ademas, pueden afectar el crecimiento y desarrollo de
las plantas de arroz por limitar varios procesos, incluidos
la absorcién de los nutrientes y el desarrollo de los 6rga-
nos (11).

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores
se realiz6 la presente investigacion, con el objetivo de
buscar bandas polimorficas en los sistemas peroxidasas,
esterasas y polifenoloxidasas, que puedan ser utilizados
como marcadores en la seleccién de genotipos de arroz
tolerantes a las bajas temperaturas, ademas de determi-
nar el porcentaje de dafio foliar medido por la permeabili-
dad de membrana.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Genéticay
Mejoramiento Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas en el 2002 y para su desarrollo se tomaron plan-
tas con 25 dias de germinadas de los cultivares Dodo e IR
837, resistente y susceptible al frio, respectivamente, las
cuales crecieron en condiciones controladas a 25°C con
fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho horas de oscuridad
y humedad relativa de 85 %.

Se probo el efecto de diferentes tratamientos de tem-
peratura (O, 5, 10, 15 y 20°C) durante 45 minutos y se
estudiaron los sistemas isoenzimaticos esterasas,
peroxidasas y polifenoloxidasas.

La extraccion se realiz6 en tres momentos:

# M1-Inmediatamente después de aplicado el estrés
# M2-Al cabo de las 24 horas
# M3-Después de 10 dias.

Para los analisis electroforéticos de isoenzimas, se
utilizé material fresco y la preparacion de los extractos
se realizé tomando muestras de dos gramos de tejido
foliar, que fueron macerados en un mortero, a los cuales
se les afiadieron 15 gotas de soluciéon de sacarosa al
20 %, que se filtraron en tela de gasa doble.

Las corridas electroforéticas se realizaron en gel de
poliacrilamida (PAGE) utilizando un gel de separacién a
una concentracion de 8.5 %, con buffer de corrida Tris-
Glicina 0.04 M de pH 8.3 y gel concentrador de 4 % en
camara de electroforesis vertical Mighty Small Il de
Pharmacia Biotech y en sistema de buffers discontinuos
para las isoenzimas peroxidasas, esterasas y
polifenoloxidasas.

Eltiempo de corrida en cada caso estuvo determina-
do por el desplazamiento de la banda de Kolrhauch hasta
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aproximadamente 6 cm del inicio. Se utilizd, en todos los
casos, una intensidad de corriente constante de 20 mA.
Las tinciones de las bandas se realizaron de acuerdo
con los sistemas isoenzimaticos analizados (6). Con los
resultados se confeccionaron los zimogramas y los
fenotipos isoenzimaticos de cada genotipo fueron esta-
blecidos sobre la base del nimero y la posicion de cada
banda.

Se conformaron tres muestras para cada tratamien-
to en los diferentes momentos y a cada una de ellas se le
realizaron las determinaciones por triplicado.

Se determiné la permeabilidad de la membrana ce-
lular por conductimetria, siguiendo la técnica descrita (12),
donde las muestras de tejido de cada tratamiento fueron
lavadas previamente cuatro veces con agua destilada para
eliminar los iones externos y posteriormente medir el eflujo
de electrolitos de los diferentes tratamientos de estrés
aplicados y el control en un conductimetro chino DD-IIA.
En la fase final se sometié el tejido a muerte total,
autoclaveando a 1.5 Kgf/cm? durante diez minutos, para
luego medir la conductividad final. El dafio total de la
membrana celular para cada tratamiento en estudio fue
calculado a partir de la formula propuesta por Sullivan (13).

- (127,)

T: Conductividad de los tratamientos

C: Conductividad de los controles

1y 2: Lectura previay posterior al tratamiento de muerte
total, respectivamente.

Los datos de las evaluaciones efectuadas por este
método se sometieron a Andlisis de Varianza de Clasi-
ficacion Simple por variedad y se docimaron por prue-
bas de Duncan las diferencias estadisticas entre las
medias de los tratamientos en estudio. Asimismo, se
realizé la comparacién de medias entre los dos
genotipos por temperatura.

Dafio (%) =

RESULTADOS

En el zimograma de las isoenzimas peroxidasas para
la variedad Dodo (Figura 1), se constat6 que en el primer
momento (M1) a la temperatura de 0°C disminuyé la in-
tensidad de la banda dos, desaparecieron las bandas tres
y cinco y aparece la banda cuatro, a diferencia del resto
de las temperaturas y los otros momentos. En el caso
del segundo momento (M2), no se apreciaron diferencias
entre las temperaturas y para el tercer momento (M3)
solo se observa la disminucion de la intensidad de la ban-
da dos desde 0 hasta 10°C.

Las isoenzimas son de expresién génica y, por lo
tanto, dependen del tipo de tejido y su desarrollo, por lo
gue la ausencia de bandas en los diferentes patrones
isoenziméticos, no solo se debe a las necesidades de
esas enzimas en los diferentes tejidos, sino ademas a la
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comigracion de proteinas y a la diferencia de zonas geo-
graficas, pues a pesar de que la mayoria no son influidas
por el ambiente, los patrones electroforéticos de unos
pocos sistemas entre los que se incluyen Prx, Est, Aps,
Sod, Cat y otros, pueden ser modificados por factores
biéticos y abidticos, de manera tal que en esas condicio-
nes se altere el funcionamiento de los genes que codifi-
can para esas enzimas (5).

Cabe significar que la tolerancia al frio es de natura-
leza genética y, por tanto, un caracter varietal; ademas,
una variedad puede ser muy sensible en determinadas
etapas de su desarrollo y, en cambio, bastante tolerante
en otros. Se conoce que cuando la temperatura descien-
de de cierto nivel, llamado critico, se reduce la intensidad
de procesos fisiolégicos, tales como la respiracion, foto-
sintesis, absorcién radicular y translocacion de sustan-
cias organicas hacia el grano. Cada etapa, o incluso cada
estado fenoldgico, posee un intervalo de temperaturas
Optimas y dos temperaturas criticas, las cuales una vez
rebasadas, la planta se resiste en mayor o menor grado
segun su duracién (14).

Algunos autores han observado un incremento de la
actividad de las enzimas antioxidantes superéxidodismutasa
y peroxidasa, y una disminucién del contenido de
malondialdehido, un producto de la peroxidacion lipidica
de las membranas en plantas de arroz sometidas a estrés
de bajas temperaturas, asi como una respuesta positiva
cuando estas fueron tratadas con homobrasinélida, lo que
significo un sistema radical mas vigoroso y una masa seca
de tallos més hojas superior (15).

La Figura 2 muestra el zimograma de las isoenzimas
peroxidasas para la variedad IR-837. En ella se advierte
en M1 la ausencia de la banda seis Unicamente a la tem-
peratura de 20°C; de igual forma, la banda cinco no se
presenta a temperaturas de 0y 5°C, mientras que, por el
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contrario, la banda tres solo se presenta en estas tempe-
raturas; ademas, a 0°C la banda cuatro es de menor in-
tensidad y aparece la banda dos.

Para M2 a 20°C se ausenta la banda cinco. Para las
temperaturas de 0 y 5°C, a diferencia del resto, no se
presenta la banda cuatro; sin embargo, para estas tem-
peraturas se aprecia la banda tres con menor y mayor
intensidad, respectivamente.

En el tercer momento (M3) se mantiene el patrén de
control para las diferentes temperaturas. Se aprecia una
respuesta diferenciada para los diferentes momentos,
tanto en la variedad resistente como susceptible al estrés
de temperatura; en algunos casos diminuye la actividad
de la enzima, lo que se observa como bandas menos
gruesas que el resto y, ademas, hay induccion de nuevas
bandas ante este estrés ambiental en ambos casos.

Se han hecho estudios sobre el efecto de tempera-
turas bajas en la planta de arroz, principalmente al punto
de congelacién; sin embargo, se presenta una interro-
gante atemperaturas por encima de este entre 10y 21°C,
rango en el que los cambios bioquimicos ocurridos en la
planta de arroz no han sido bien estudiados. Por otra
parte, se ha informado que las temperaturas criticas para
la planta de arroz estan generalmente por debajo de 20°Cy
superiores a 30°C y varian de acuerdo con el estado de desa-
rrollo de la planta. Estas cambian con la variedad, el tiempo
de duracién de la temperatura critica, los cambios diurnos y
nocturnosy el estado fisiolégico de las plantas (16).

Otros investigadores han encontrado que las varie-
dades resistentes al frio, gradualmente recuperan las fun-
ciones inhibidas por las bajas temperaturas después de
la normalizacion de estas; sin embargo, en las varieda-
des susceptibles, el dafio irreversible de las raices causado
por el frio, inhibe la absorcién de agua por las raices (17).
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Figura 1. Zimograma de peroxidasas para los tres momentos estudiados (var. Dodo)
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Figura 2. Zimograma de peroxidasas para los tres momentos estudiados (var. IR-837)
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En el zimograma de las isoenzimas esterasas de la
variedad Dodo (Figura 3), no se encontraron diferencias
para el segundo y tercer momentos (M2 y M3) y se mantu-
vo el patrén de control para todas las temperaturas. Las
divergencias aparecen en el primer momento (M1) y radica
en una disminucién de la intensidad de la banda uno y la
aparicion de la banda tres en las temperaturas de 0 a 15°C.

Estos resultados pueden estar relacionados con el
hecho de que el arroz expuesto a temperaturas bajas
durante el estado de plantula, puede sufrir un estanca-
miento en su crecimiento, debido a la disminucion de las
reacciones quimicas y procesos fisicos, pero este feno-
meno puede ser reversible, por cuanto la planta se recu-
pera cuando se presentan condiciones favorables de tem-
peratura. Esto justifica que no hayan modificaciones en
los patrones de bandas en M2y M3.

En otras investigaciones se destaca la importancia
de las isoenzimas sobre la diferenciacién de ecotipos de
arroz, observandose diferencias en el comportamiento de
las bandas de isoenzimas esterasas a bajas temperaturas
y su posible relacién con la resistencia a tal temperatura e
incluso la formacién de la clorofila (18). En este sentido, se
debe sefialar que las enzimas esterasas estan constituidas
por un grupo complejo de proteinas asociadas con protei-
nas intracelulares especificas (5) y el gran nimero de ban-
das esterasas encontrado en hojas jévenes indica que este
sistema juega un papel vital en la fotosintesis (19).

Asimismo, en el zimograma de esterasas de la va-
riedad susceptible IR-837-20-1 (Figura 4), se puede ob-
servar que tampoco para el segundo y tercer momentos
(M2y M3), existieron diferencias en el patron de bandas
para las diferentes temperaturas; entretanto, para el pri-
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mer momento (M1) alos 10 y 15°C aparece la banda tres
muy intensa y desaparece la banda cuatro, a diferencia
tanto del resto de los momentos como de los diferentes
tratamientos de temperatura, mientras que la banda sie-
te también se ausenta a 0 y 5°C.

También se han estudiado los efectos del frio sobre
variedades indicas, japoénicas y especies silvestres de
arroz respecto alas caracteristicas fisiolégicas tales como
la fotosintesis, respiracién de la raiz, absorcién de agua
y los cambios en la fraccién soluble de proteina de la
hoja, cuando las plantas fueron tratadas a temperaturas
de 5°C; las caracteristicas fisiol6gicas antes menciona-
das fueron examinadas después de la normalizacion de
la temperatura y encontraron que la recuperacion de la
fotosintesis en plantas de arroz incluidas las silvestres,
segun los sintomas asociados con el frio, estuvo estre-
chamente correlacionada con la absorcién de agua por
las raices y los patrones de cambio de la fraccién soluble
de proteina de la hoja. Por consiguiente, la inhibicién de la
fotosintesis fue confirmada tanto mediante la supresion de
la absorcién de agua por la raiz como por un desorden en
el metabolismo de las proteinas de la hoja (17).

La clorosis, retardo en la sintesis de proteinas y acu-
mulacién de aminoécidos libres y amidas, desnaturalizacion
de proteinas, acumulacién de azlcar y almidén, fueron
también anormalidades observadas bajo el efecto de las
bajas temperaturas, con diferencias varietales en el grado
de cada anormalidad. Esto puede ser justificable, ya que
ademas de las propiedades morfoanatémicas de las hojas,
las propiedades de lamembranay enziméaticas posiblemente
tengan relacion con la diferenciacion de la termosensibilidad
enarroz (18).
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Figura 3. Zimograma de esterasas paralos tres momentos estudiados (var. Dodo)
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Figura 4. Zimograma de esterasas paralos tres momentos estudiados (var. IR-837)
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La Figura 5 muestra el zimograma de
polifenoloxidasas de la variedad Dodo, en el que se
aprecia que inmediatamente después de aplicado el
estrés (M1), la banda tres est4 ausente para todos los
tratamientos (0-20 °C) y se observa una disminucion de
laintensidad de la banda uno de 0 a 10 °C. Adiferencia de
esto, en el segundo y tercer momentos (M2 y M3), no se
observan diferencias entre los tratamientos de tempera-
tura empleados.

Las caracteristicas de tolerancia son potenciales;
no es posible descubrirlas en condiciones 6ptimas de
crecimiento y se evidencian solo cuando actlan sobre la
planta los factores adversos del medio. Al respecto, cabe
recordar que la tolerancia a los diferentes agentes
estresantes, se encuentra conferida por caracteres ex-
presados en los cuatro niveles de organizacion: desarro-
llo, estructural, fisiol6gico y metabdlico (20).

Existen evidencias de marcadas diferencias varietales
en la relacién entre la fotosintesis neta y la temperatura
entre los cultivares de arroz. En este sentido, algunos
investigadores han observado que la fotosintesis neta fue
suprimida, acompafiada de una reduccion de la transpi-
racion, inmediatamente después que las plantas fueron
colocadas a 5°C. La fotosintesis fue recobrada 24 horas
después del tratamiento.

Otros resultados muestran que la disminucién de la
tasa fotosintética debido a los tratamientos de bajas tem-
peraturas, estuvo relacionada con la acumulacion de glu-
cosay almidoén, contenidos de clorofila y nitrégeno (17).

De igual forma, los resultados del zimograma de
polifenoloxidasas para la variedad IR-837-20-1 se pueden
observar en la Figura 6.

En ella se detectan en el primer momento (M1) cam-
bios en la intensidad de las bandas dos y tres; también
para el segundo momento (M2), se evidencian cambios
en la intensidad de las bandas dos y tres, y ademas la
banda cinco solo aparece a las temperaturas de 0y 5°C,
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mientras que la banda seis esta presente Unicamente a
0°C. Al analizar el tercer momento (M3), no se encontra-
ron diferencias entre las temperaturas y esta presente la
banda seis en todos los tratamientos, o sea, desde 0
hasta 20°C.

En experimentos realizados en Japoén, donde las
plantas fueron sometidas a bajas temperaturas por el dia
y la noche, se observo la respuesta de la fotosintesis y
transpiracién en estas condiciones, variedades indicas
disminuyeron su tasa fotosintética, mientras que el de-
crecimiento en japonicas no fue severo. Al mismo tiem-
po, disminuyé en las indicas el indice de transpiracion,
indicando el cierre de los estomas. Los resultados mos-
trados sugieren la posibilidad de que el balance hidrico
esté también involucrado en la sensibilidad de las varie-
dades de arroz a las bajas temperaturas (21).

De manera general, se debe sefialar que en respuesta
a cambios en las condiciones ambientales, las plantas
superiores son capaces de activar o inhibir la expresion de
genes especificos o acumulacién de un grupo de protei-
nas como las inducidas por el estrés, las cuales podrian
ser utilizadas en los programas de mejoramiento genético.
Porcentaje de dafio foliar medido por la permeabilidad de
membrana. En la Tabla | se muestran los resultados ob-
tenidos al analizar el grado de termoestabilidad de la
membrana por conductimetria.

Tabla I. Anadlisis de varianza para el porcentaje de dafio
foliar medido por la permeabilidad de membrana
Temperatura (°C) Mediasvar. Dodo Medias var. IR-837
Resistente Susceptible
20 0.704 a 2570 a
15 4.220 ab 15.460 b
10 7.616b 15770 b
5 14510c 16.660 b
0 16.605 ¢ 17.375b
F 27.007*** 12.510***
ESx 1.1415 1.6371
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Figura 5. Zimograma de polifenoloxidasas para los tres momentos estudiados (var.Dodo)
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Figura 6. Zimograma de polifenoloxidasas para los tres momentos estudiados (var. IR-837)
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Se encontraron diferencias significativas del porcen-
taje de dafio foliar para las diferentes temperaturas, ob-
servandose para la variedad resistente un aumento gra-
dual del porcentaje de dafio segun desciende la tempera-
tura, mientras que en la variedad susceptible, el aumento
de este indicador a partir de 15°C es muy brusco, toman-
do valores similares a los que alcanza la variedad resis-
tente a 5°C.

Como puede apreciarse en la variedad IR-837, el dafio
foliar es severo en todos los tratamientos de temperatura
excepto para 20°C. En este sentido, se conoce que las
propiedades morfoanatomicas de las hojas tienen un im-
portante papel en la sensitividad y resistencia de las va-
riedades de arroz a las bajas temperaturas a través de la
regulacion del balance hidrico. También se han informado
las diferencias de la estructura de las hojas entre las va-
riedades indicas y japoénicas, y que son especialmente
marcadas en el estado de plantula. Estas diferencias
pueden estar relacionadas con la adaptabilidad de indicas
y japénicas a las altas y bajas temperaturas (22).

Es importante resaltar que los tratamientos de frio a
20, 5 y 0°C mostraron valores muy parecidos entre las
dos variedades, a diferencia de lo que ocurre a las tempe-
raturas de 15y 10°C, en las que se observan, sin dudas,
diferencias apreciables en cuanto al eflujo de electrolitos
gue tiene lugar después de ser dafiadas las membranas
de las células por el frio, siendo mayor el dafio en la varie-
dad IR-837.

Esta respuesta se aprecia mejor en la Figura 7, don-
de también se reflejaron los resultados de la prueba de
comparacion de medias por temperaturas, en la que se
observa que solo alos 15y 10°C los dos genotipos difie-
ren estadisticamente. También se ha informado que este
método es bastante sensible, al detectar diferencias en
el eflujo de electrolitos de las hojas, provocados por trata-
mientos de temperaturas que difieren en solo 5°C (12).
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Figura 7. Porcentaje de area foliar afectada en am-
bos cultivares (en cada punto se represen-
ta la media £ ES)

El método de conductimetria ha sido ampliamente
utilizado con éxito para diversos fines, desde que se
emple6 por primera vez en estudios de este tipo por
Sullivan (1972), entre los que se encuentran evaluar el
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efecto del estrés salino en variedades de cafia de azu-
car (23) y el establecimiento de un método eficiente para
evaluar la tolerancia al calor en tomate (12).

Se puede decir que el momento de extraccién de
muestra que brind6 una informacién mas clara 'y mayor
utilidad en todos los casos fue el M1. En el caso de los
otros momentos, pueden no apreciarse diferencias entre
los tratamientos o ser de dificil interpretacion en relacion
con la posible influencia al estrés de frio, en el caso de
haberla.

Por otra parte, el sistema peroxidasas no resulté de
interés como marcador biogquimico relacionado con la re-
sistencia a este factor abidtico, ya que los cambios se
observan a 0°C, una temperatura que no es frecuente en
Cubay ademas se detect6 que el sistema mas sensible
a los cambios de temperatura es el de polifenoloxidasas,
ya que alos 20°C, se puede observar la desaparicién de
una de las bandas. Asimismo, resulta interesante la co-
incidencia de que a 15°C ocurran cambios en el patrén
esterasas con la aparicién de una nueva banda y que
también se aprecien cambios en el porcentaje de dafio
foliar medido por la permeabilidad de membrana, lo cual
pudiera interpretarse como una respuesta a este tipo de
estrés, por lo que sugerimos la utilizacion de estas técni-
cas como posibles marcadores bioquimicos.
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