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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ACCESIONES

DE ARROZ (Oryza sativa L.)

Sandra H. Diaz", R. Morejon, Clara T. Gonzalez y Xonia Xiqués

ABSTRACT. This paper presents the genetic-biochemical
characterization of 19rice (Oryza sativaL.) entriesbelonging
to thegermplasm collectionfrom* LosPalacios’ Rice Research
Station, Pinar del Rio. This study included not only Cuban
varieties but genotypes coming from seven countries, which
are widely used as parents in the genetic and plant breeding
programs of this crop. The electrophoretic analyses were
performed in polyacrilamide gel for total proteins and
peroxidase, esterase and polyphenol oxidase isoenzymes. The
results were processed by means of MAT-GENE programs
and Cluster analysis, which proved diversity among genotypes
with differences for all proteic systems studied. Peroxidase
and esterase isoenzymes showed the highest genetic
polymorphism.
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INTRODUCCION

El descubrimiento de las isoenzimas ha favorecido el
empleo de marcadores genéticos mas eficientes que los
morfolégicos, ya que por lo general permiten distinguir
genotipos homocigéticos de los heterocigéticos, o sea, igua-
lar el fenotipo de los individuos con su respectivo genotipo.

Los estudios de polimorfismo isoenzimético en co-
lecciones de germoplasma, pueden ser muy Utiles para el
informe y mantenimiento de la diversidad genética presen-
te en las colecciones. Las isoenzimas han sido utilizadas
para estudiar la dinamica poblacional, agrupar los siste-
mas de varias especies y para estimar la variabilidad
genética presente en especies y variedades de diferentes
cultivos (1, 2). Ademas, estos marcadores pueden ser (ti-
les en la determinacion del grado de polimorfismo presen-
te en las colecciones y la caracterizacion de loci poten-
cialmente marcadores, que pueden ser utilizados en estu-
dios genéticos dentro de los programas de mejoramiento (3).
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RESUMEN. Seredlizé lacaracterizacion genético-bioquimica
de19accesionesdearroz (Oryza sativa L.), pertenecientesala
coleccién degermoplasmadela Estacion Experimental del Arroz
“LosPalacios’, Pinar del Rio. Este estudioincluy6 ademésde
variedades cubanas, genotipos procedentes de siete paises,
los cuales son muy utilizados como progenitores en 1os pro-
gramas de mejoramiento genético de este cultivo. Losandlisis
eectroforéticosfueron realizados en gel de poliacrilamidapara
las proteinastotalesy lasisoenzimas peroxidasas, esterasasy
polifenol oxidasas. Los resultados fueron procesados median-
te el pagquete de programas MAT-GEN y un andlisis de Con-
glomerados, |o que demostré diversidad entre los genotipos,
ya que se encontraron diferencias para todos los sistemas
proteicos estudiados. L as isoenzimas peroxidasasy esterasas
resultaron ser lasde mayor polimorfismo genético.

Palabrasclave: arroz, Oryza sativa, isoenzimas,
polimorfismo genético

Las técnicas electroforéticas hacen posible el estu-
dio de la variacion genética y las similitudes y diferencias
entre organismos en el &mbito de su composicion
enziméatica o proteica. Esto permite realizar una caracte-
rizacion a nivel molecular de la cantidad y tipo de variabi-
lidad genética existente entre especies estrechamente
relacionadas, dado que en este caso la variacion de los
patrones de bandas, en general, puede ser directamente
igualada a la variacién en el cédigo genético para las pro-
teinas variantes (4).

El polimorfismo enzimético constituye un aspecto
particularmente interesante en la variabilidad fenotipica,
ya que al ser ésta representativa de sistemas genéticos
bastante simples, brinda un reflejo directo de la variabili-
dad genética. Dada su utilidad como un instrumento ca-
paz del marcaje genético, desde hace mas de una déca-
da se han desarrollado diversos estudios encaminados a
conocer la composicion isoenzimatica en el género Oryza
(5,6,7,8).

Teniendo en cuenta lo antes expuesto se desarrollo
el siguiente trabajo, con el objetivo de caracterizar
bioquimicamente un grupo de accesiones de arroz, utili-
zadas frecuentemente en los programas de mejoramien-
to genético de este cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. El material vegetal estudiado lo consti-
tuyeron 19 accesiones de arroz (Oryza sativa L.) de la
coleccién de germoplasma de la Estacién Experimental
del Arroz “Los Palacios”, Pinar del Rio, que incluy6 ade-
mas de genotipos cubanos, variedades procedentes de
diversos paises (Tabla 1), sembrados de acuerdo a un
disefio completamente aleatorizado en la referida Institucion.

Tabla I. Genotipos analizados, progenitores y
procedencia

No Genotipos Progenitores Procedencia
1 IR-1529-430 Sigadis 2/TN-1/IR-24 Flipinas
2 PeladeCuba  IR-1529-430/VNIIR 3223 Cuba
3 Jio4 IR-880-5-2/IR-930-16-1 Perti
4 INCALP-1 J104/Amistad 82 Cuba
5 Ceysvoni SML 997/Awai Surinam
6 Century Pana  TeasPatna/Rexoro/IR Blurssa U.SA.
7 M-55 Desconocido Desconocido
8 IR-36 IR-1561-228//4*IR-24/O.Niv///CR 94-3  Filipinas
9 Pokkali Desconocido Silanka
10 Teep Desconocido Desconocido
11 IR-759-54-2-2  IR-8/(Peta/3 x Dawn) Flipines
12 IR-837 IR-262-43-8-11/Niaw San Pahtawng Flipinas
13 Cica8 CICA-4/IF1 IR-665/Tetep Colombia
14 INCALP-2 IR-759-54-2-2/6066 Cuba
15 INCALP-5 2077/CP1-C8 Cuba
16 INCALP-8 Somaclon Amistad'82 Cuba
17 Oryzical P 1223/P 1225 Colombia
18 2084 Vietnamita Desconocido Desconocido
19 8551 Mutante Amistad'82 Cuba

Para la caracterizacién genético-bioquimica de di-
chas accesiones, los genotipos fueron sembrados en el
periodo poco lluvioso de 1997-1998 en condiciones de
invernadero, colectdndose posteriormente las muestras
alos 45 dias. Los analisis electroforéticos de isoenzimas
y proteinas totales, se realizaron a partir de la colecta de
hojas sanas del tercio medio y fueron envasadas en so-
bres de polietileno a -4°C hasta su procesamiento.
Preparacion de las muestras y andlisis de las corridas.
Para la preparacion de las muestras, se maceraron cinco
gramos de hojas sanas en un mortero, a los cuales se
les afiadieron 30 gotas de una solucién de sacarosa al
20 %. Los extractos fueron filtrados en tela de gasa do-
ble, envasados en frascos de cristal y mantenidos a -4°C
hasta su posterior utilizacién.

Las corridas electroforéticas se realizaron en gel de
poliacrilamida (PAGE) utilizando un gel de separacion de
8.5 %, con buffer de corrida Tris-Glisina 0.04 M de pH 8.3
y gel concentrador de 4 % en cdmara de electroforesis
vertical Mighty Small Il de Pharmacia Biotech y en siste-
ma de buffers discontinuos para las isoenzimas
peroxidasas, esterasas y polifenoloxidasas.

Las tinciones de las bandas se realizaron de acuer-
do con los sistemas isoenzimaticos analizados (Tabla 1)
y se confeccionaron los zimogramas con los resultados
obtenidos.

Tabla ll. Métodos de tincion empleados paralos siste-
mas isoenzimaticos y las proteinas totales

Tipo deenzima Sistema  Nomenclatura Método
enzimatico detincion
Oxidoreductasa  Prx EC.1.1117 9)
PPO E.C.1.10.3.1
Hidrolasas Est E.C3.1.1.-
Proteinas totales (10)

Procesamiento estadistico de los datos. Los fenotipos
proteicos e isoenzimaticos de cada genotipo fueron esta-
blecidos sobre la base del nUmero y la posicion de cada
banda, considerando como cero la ausenciay como uno
la presencia de bandas. A partir de los resultados obteni-
dos en los zimogramas para los sistemas isoenziméticos
y las proteinas totales, se analizaron las semejanzas entre
los genotipos con el empleo del programa MAT-GEN (11)
para obtener la matriz de similitud por el indice de Apos-
tol o Simple Matching.

La matriz de similitud fue procesada por un andlisis
de Conglomerados (Cluster) para representar mediante
un dendrograma las relaciones genéticas entre el mate-
rial estudiado.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis cualitativo de la composicion
electroforética de las proteinas totales, permitié apreciar
un total de nueve bandas en las 19 accesiones estudia-
das, siendo seis de ellas comunes a todos los genotipos
(Figura 1).
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Figura 1. Proteinograma para las accesiones
estudiadas

En esta figura se observé que de las tres bandas
polimérficas, la banda de 3.0 unidades no sélo aparece
en la variedad Perla de Cuba, mientras que se encontra-
ron ausentes las bandas de 2.4 y 2.5 unidades en las
variedades IR-1529-430, Perla de Cuba, Century Patna,
M-55, IR-36, IR-837 y en el mutante 8551; sin embargo,
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la banda de 2.5 unidades fue también comin a los
cultivares Ceysvoni, IR-759-54-2-2, Cica-8, Oryzica-1y
2084 Vietnamita. En diferentes cultivos, los resultados
de los proteinogramas también muestran un gran namero
de bandas y las diferencias entre las entidades estan
dadas principalmente por la ausencia de algunas de ellas
1,2, 3).

En el zimograma de las isoenzimas peroxidasas
(Figura 2), se comprobo la existencia de una alta activi-
dad enzimética en el material analizado, pues este siste-
ma presento un total de doce bandas, de las cuales cua-
tro fueron comunes a todas las accesiones.
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Figura 2. Zimograma de peroxidasas

Las bandas uno y dos que resultaron ser las de mayor
movilidad electroforética con 6.5 y 6.2 unidades respecti-
vamente, se ausentaron en las variedades IR-1529-430,
INCA LP-1y Century Patna.

Asimismo las bandas de 5.7 y 5.8 unidades estan
presentes solamente en las variedades Ceysvoni y
Century Patna. La banda de 1.4 unidades caracterizo
Unicamente a IR-1529-430, ausentandose en el resto de
las variedades; sin embargo, la banda de 1.0 unidades
comun a la mayoria de los genotipos esta ausente en
IR-1529-430 y Tetep. La banda de 0.5 unidades so6lo se
presenta en el cultivar Tetep y la de 0.3 unidades en
IR-1529-430, IR-36, Pokkali e INCA LP-5.

Las isoenzimas peroxidasas son muy empleadas en
los estudios genético-bioquimicos en plantas, por ser uno
de los sistemas mas polimorficos y por la estabilidad y
reproducibilidad de sus bandas, ademas del papel que
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ellas desempefian en la biosintesis de los componentes
de la pared celular, asi como en la regulacion del creci-
miento, la diferenciacién celular y su relacion con la re-
sistencia a factores adversos tanto biéticos como abiéticos
(5y6).

Un polimorfismo enziméatico fue observado también
en la composicion de las isoenzimas esterasas (Figura 3);
en este sistema se presentan tres bandas comunes a
todas las accesiones y tres bandas polimorficas, ade-
mas de bandas propias, conformando un total de ocho
bandas.
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Figura 3. Zimograma de esterasas

Las bandas de 1.5, 2.0y 3.7 unidades fueron comu-
nes a todas las accesiones. La banda de 5.4 unidades
solo aparece en los cultivares IR-759-54-2-2, IR-837 y
Cica-8 y la banda de 4.2 unidades Unicamente se pre-
senta en la variedad M-55; por el contrario, la banda de
4.9 unidades aparecid en todas las accesiones a excep-
cion de M-55. La banda de 4.5 unidades se presenta
solamente en las variedades IR-36, Pokkali, Tetep,
IR-759-54-2-2,IR-837, INCA LP-2, INCA LP-5, INCA LP-8,
2084 Vietnamita y el mutante 8551, mientras que la ban-
dade 3.1 unidades se ausenta en las variedades Century
Patna, M-55, IR-36, Pokkali, Tetep, IR-759-54-2-2 e INCALP-8.

El marcado polimorfismo que se presenta en este
sistema ha sido informado también por otros autores, al
estudiar el nivel de ploidia en clones de platanos (12).
También se ha encontrado similar polimorfismo enzimético
en tejido foliar de tomate, lo que ha permitido diferenciar
accesiones en este cultivo (1).

En la Figura 4 se pueden observar los resultados del
zimograma de polifenoloxidasas con un total de cuatro ban-
das monomoérficas y una banda polimérfica presente en el gru-
po de variedades INCA LP-1, Century Patna, IR-759-54-2-2,
IR-837, Cica-8, INCA LP-2, Oryzica-1y el mutante 8551. La
presencia de un marcado monomorfismo, en estas
isoenzimas, ha sido referida para otros cultivos (1, 13).
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Figura 4. Zimograma de polifenoloxidasas

Se comprobo la presencia de una alta resolucion
electroforética para dichos sistemas (Tabla I11), lo que
indica que son de utilidad en la evaluacion del polimorfismo
varietal existente en este material, siendo las enzimas
peroxidasas y esterasas las mas recomendadas por su
polimorfismo; resultados similares fueron obtenidos al
realizarse el analisis integral de la variabilidad enziméatica
amutantes de la variedad J-112, donde se detectd la exis-
tencia de algunos sitios de actividad enzimatica
polimérfica (14). En general, se ha determinado que las
isoenzimas peroxidasas y esterasas se encuentran en-
tre los sistemas mas polimorficos en las plantas (7, 8, 15).

Tabla lll. Andlisis integral de la variabilidad genética

encontrada
Sgema Total debandas No.debandas  No. de bandas
porssema  monomdrficas  polimorficas (%)
Prx 12 4 8 (66.6)
Est 8 3 562.5)
Ppo 5 4 1(20.0)
PT 9 6 3(333)
Totd debandas 34 17 17 (50.0)

La Tabla IV muestra los patrones isoenzimaticos
obtenidos para cada sistema al aplicar el paquete de pro-
gramas MAT-GEN.

Las isoenzimas peroxidasas muestran siete patro-
nes diferenciales, presentando las variedades IR-1529-430,
INCA LP-1, Ceysvoni, Century Patna y Tetep patrones
propios que los distinguen del resto; sin embargo, son
idénticos para Perla de Cuba, J-104, M-55, IR-759-54-2-2,
IR-837, Cica-8, INCA LP-2, INCA LP-8, Oryzica-1, 2084
Vietnamita y 8551, asi como entre IR-36, Pokkali e
INCA LP-5.

Para las esterasas se presentan nueve patrones,
siendo igual para IR-1529-430, Perla de Cuba, J-104, INCA
LP-1, Ceysvoniy Oryzica-1, entre IR-36, Pokkali, Tetep e
INCA LP-8, asimismo para INCA LP-2 e INCA LP-5y por
Ultimo para 2084 Vietnamita y 8551. Las variedades
Century Patna, M-55, IR-759-54-2-2, IR-837 y Cica-8
mostraron patrones propios.
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Tabla V. Patrones electroforéticos obtenidos en los
sistemas isoenzimaticos analizados me-
diante el programa MAT-GEN

Peroxidasas Esterasas
Patrén Genotipos Patrén
Genotipos
100111110000 1 11110010 1,2,3,4,5,17
001011110011 2,3,7,11,12,13,14,16,17,18,19 11010010 6
001011110000 4 11011000 7
001011111111 5 11010110 8,9, 10, 16
001011111100 6 11010111 11
101011110011 8,9, 15 11110111 12
010011110011 10 11110011 13
11110110 14,15
11110110 18,19
Polifenoloxidasa Proteinas Totales
Patrén Genotipos Patrén Genotipos
11011 1,235,789, 10,15, 16,18 001111111 1,6,7,8, 12,19
11111 4,6,11, 12, 13, 14, 17, 19 001011111 2
111111111 3,4,910, 14,15,16
011111111 5,11,13,17,18
Leyenda:
#  Vaiead # Vaieded # Vaieded # Vaiedad
1 IR1529430 6 CetuyPama 11 IR759-542-2 16 INCALP3
2 PaladeCiba 7 M55 12 IR837 17 Ovyzcal
3 J14 8 IR3%6 13 Gca8 18 2084 Vignam
4 INCALP1 9 Pokkdi 14 INCALP2 19 8%1
5 Ceysvoni 10 Teep 15 INCALPS5

Las polifenoloxidasas solamente mostraron dos pa-
trones que agrupan a las variedades IR-1529-430, Perla
de Cuba, J-104, Ceysvoni, M-55, IR-36, Pokkali, Tetep,
INCA LP-5, INCA LP-8y 2084 Vietnamitay a INCA LP-1,
Century Patna, IR-759-54-2-2, IR-837, Cica-8, INCA LP-2,
Oryzica-1y 8551.

Las proteinas totales revelaron idéntico patron para
IR-1529-430, Century Patna, M-55, IR-36 e IR-837, para
J-104, INCA LP-1, Pokkali, Tetep, INCA LP-2, INCA LP-5
e INCA LP-8y finalmente para Ceysvoni, IR-759-54-2-2,
Cica-8, Oryzica-1y 2084 Vietnamita. La variedad Perla
de Cuba se distingue del resto, presentando un patron propio.

Partiendo del indice de similitud de Apéstol o Sim-
ple Matching, obtenido por la frecuencia de aparicion de
las bandas en los sistemas isoenzimaticos y las protei-
nas totales mediante el programa MAT-GEN, se obtuvo
el dendrograma de la Figura 5.

Puede observarse en esta figura la formacion de
diez grupos, con las mayores semejanzas dentro de
los grupos IVy V.

En el grupo IV estan la mayoria de las variedades
INCA LP, las cuales fueron obtenidas por métodos conven-
cionales y biotecnolégicos en la Estacion Experimental
del Arroz “Los Palacios”, a las que se le unen las varieda-
des comerciales actualmente en produccion Perla de
Cubay J-104, todas ellas con un buen potencial pro-
ductivo.

En el grupo V se presentan en su mayoria varie-
dades introducidas en nuestro pais desde Colombiay
Filipinas y que en general tuvieron un comportamien-
to morfoagronémico similar.
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Figura 5. Dendrograma obtenido mediante el anali-
sis de conglomerados de los resultados de
los sistemas isoenzimaticos y proteinas
totales

Debe destacarse que dentro de estos dos grupos
las afinidades genéticas son mayores.

El resto de las variedades se ubican en grupos inde-
pendientes y son accesiones que en general tuvieron un
comportamiento diferencial en su fenotipo, caracterizado
por rendimientos agricolas bajos; sin embargo, estas va-
riedades han sido referidas por diversos autores como
fuentes de resistencia al estrés bidtico y abidtico.

Al realizar el analisis en conjunto de las variables
bioquimicas, queda establecida la semejanza existente
entre todas las variedades estudiadas, lo cual indica orige-
nes similares y el empleo de progenitores comunes en
diferentes cruzamientos. A esto se le une iguales objeti-
vos en la mayoria de los programas de mejoramiento
genético y seleccién, que son el obtener genotipos con
altos rendimientos y resistencia a plagas y enfermedades.
Se sefiala como una de las mayores limitaciones de los
programas de mejoramiento de América Latina las re-
ducidas fuentes genéticas existentes, lo que trae consi-
go una tendencia completamente comin en dichos pro-
gramas (15).

Podemos concluir que los sistemas isoenzimaticos
y las proteinas totales permitieron detectar diferencias
entre las variedades, siendo las isoenzimas peroxidasas
y esterasas las mas polimorficas. Ademas, se compro-
b6 una alta resolucion electroforética para dichos siste-
mas, lo cual indica su utilidad en la evaluacion del
polimorfismo varietal en arroz. Se comprobd que no exis-
tian genotipos duplicados en la coleccion de
germoplasma de arroz analizada y que entre las acce-
siones se presentan afinidades genéticas, las cuales
son mayores dentro de los grupos IV y V.

51

Una vez mas se pone de manifiesto la necesidad de
combinar los analisis morfoagrondmicos y genético-
bioquimicos para la caracterizacion de los bancos de
germoplasma del pais. Asimismo, se evidencia la nece-
sidad de continuar la busqueda de nuevas formas
polimérficas del cultivo, incorporando en lo posible técni-
cas mucho mas polimorficas que permitan revelar la va-
riacion existente a nivel del ADN y contar con variabilidad
genética suficiente para explotar en el cultivo del arroz.
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