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SUMMARY

Proper cultivar identification is essential for registration and control during seed marketing and
for assessing the purity of a seed lot. In the present work, various molecular marker techniques
were used to discriminate rice cultivars currently used in Chile. Electrophoretic analysis of seed
proteins showed identical profiles for 6 different cultivars, both in non-native (SDS-PAGE) or acidic
(A-PAGE) conditions. On the contrary, when direct genomic analysis was performed using
randomly amplified polymorphic DNA, cultivars were easily distinguishable. Ten out of 22 tested
primers generated DNA polymorphic bands. Bands generated by 4 of these were used to design
a protocol for cultivar identification in rice. Additionally, detected polymorphisms were used to
make a dendrogram that could estimate the phylogenetic relationships among the cultivars
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INTRODUCCION

Una adecuada metodologia de identificacién de
variedades es necesaria para registrar y controlar
la distribucion de semillas comerciales y para
determinar el nivel de pureza de éstas (Staub y
Meglic, 1993). Tradicionalmente, esta identifica-
cién se ha basado en las caracteristicas agroné-
micas y morfolégicas de las plantas. Sin embar-
go, esto consume tiempo y espacio, y las obser-
vaciones pueden ser afectadas por las condicio-
nes agroclimaticas locales. Por esta razén, se
han desarrollado procedimientos de identifica-
ciébn basados en otro tipo de marcadores. Por
ejemplo, en arroz, se ha usado algunos métodos
bioquimicos, como el analisis de las proteinas
de la semilla por electroforesis (Aliaga-Morel ot
al., 1987) o por cromatografia de alta resolucion
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(HPLC) (Hussain et al., 1989). Los perfiles isoen-
zimaticos también han sido Utiles para la clasifi-
caciéon de germoplasma de arroz (Second, 1982;
Glaszmann, 1987). Sin embargo, estas técnicas
son, por lo generai, dificiles de estandarizar y po-
seen una baja capacidad discriminatoria.

En los ultimos afos se han desarrollado una
serie de métodos basados en el estudio directo
del genoma (Wang y Tanksley, 1989). Uno de
estos métodos se basa en la amplificacién de
fragmentos discretos de ADN mediante la reac-
cién en cadena de una polimerasa termoestable
(PCR) (Saiki et al., 1988), usando partidores de
amplificacién de pequefio tamafio {10-mer), que
son elegidos arbitrariamente. Esta técnica, cono-
cida como RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), es de muy reciente desarrollo (Welsh y
McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Usando
RAPD, es posible identificar variedades, ya que
se generan por amplificacion (PCR) bandas de
ADN “polimérficas”, es decir bandas diferentes
para cada variedad. Los polimorfismos genera-
dos por RAPD resuitan de cambios en la region
0 secuencia del genoma donde se unira el par-
tidor (p.e. mutaciones puntuales), o cambios que
alteran el tamafio o previenen la amplificacién
exitosa del ADN en estudio (p.e. inserciones,
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deleciones, inversiones) (Waugh y Powell, 1992).
La cantidad de fragmentos de ADN amplificados
dependerd de que en ‘el genoma de la variedad
analizada se encuentren secuencias comple-
mentarias al partidor y en orientaciéon opuesta
dentro de una distancia que sea posible ampli-
ficar por PCR (200-2500 pb) ( Figura 1). Dado su
gran potencial y relativa simpleza, este método
ha sido ampliamente aplicado para diferenciar
individuos en numerosas especies vegetales
(Demeke y Adams, 1994), vertebrados (Bielaw-
ski, Noack y Pumo, 1995), insectos (Chapco et al.,
1992), hongos (Andebrhan y Furtek, 1994) y bac-
terias (Maki-valkama y Karjalainen, 1994). Esta
técnica también ha sido aplicada para estudiar
diversidad genética, para identificar variedades
y para definir relaciones filogenéticas en arroz
(Fukuoka, Hosaka y Kamijima, 1992; Ko et al.,
1994; Yoshimura, Yoshimura e lwata, 1992; Yu y
Nguyen, 1994).

El objetivo del presente trabajo fue determinar las
relaciones filogenéticas existentes entre las
variedades de arroz que se cultivan en Chile,
presentandose los resultados obtenidos median-
te electroforesis acida (A-PAGE) y electroforesis
desnaturante (SDS-PAGE) de las proteinas de
semillas, y andlisis genémico mediante RAPD.

MATERIALES Y METODOS
Variedades estudiadas

Las variedades fueron obtenidas del Programa
de Mejoramiento Genético de Arroz del INIA (Cen-
tro Regional de Investigacién Quilamapu). Las
semillas utilizadas corresponden a la cosecha de
la temporada 1993/94. Los progenitores y pedigri
se indican a continuacion (Alvarado y Pino, 1982a
y b; An6énimo, 1964; Orlando Morales, S.A.G,,
comunicacion personal):

Buli-INIA. Producto de una cruza triple realizada
en el CIAT, entre una linea chilena precoz y la va-
riedad Lemont de Estados Unidos. La F1 resul-
tante se cruzé luego con la variedad Diamante-
INIA. Cruzamiento: Lemont/Quila 66304//Diaman-
te. La linea Quila corresponde a la cruza Cesa-
riot/Oro, en tanto que Lemont es una variedad de
excelente calidad de grano, pero susceptible al
frio.

Cristal-INDUS. Producto de una cruza realizada
por el programa de mejoramiento de arroz de
INDUS, cuyo propietario actual es Arrocera Tu-
capel. Cruzamiento: Oro/385//(Rexoro Red/D///
Rexoro Red/Bozu) L13-1-1-2-2.
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Figura 1. Bases moleculares de los polimorfismos generados en una
reaccion de RAPD. (a) Los individuos A y B son dos accesiones,
ecotipos o variedades de una especie o género, que tienen minimas
diferencias en su genoma. El partidor se une a distintos sitios del
genoma, donde la enzima Taq polimerasa amplifica fragmentos
discretos de ADN. Este proceso se repite en mdiltiples ciclos de
polimerizaciéon (PCR). Los sitios de union del partidor estanindicados
por flechas numeradas. En el genoma A se amplifica (entre otros)
un fragmento entre los sitios 4 y 5. En el genoma B el sitio 5 esta
modificado (no se une el partidor), en cambio, cerca del sitio 6 existe
un nuevo sitio de unién para el partidor, lo que genera una nueva
banda de amplificacién (posiciones 6 y 8). (b) Separacion electro-
forética de los productos amplificados; se destacan las bandas
diferenciales (productos 4-5 y 6-8, respectivamente). Las otras
bandas de ADN (productos de amplificacién) son resultado de la
unién del partidor en otros loci del genoma, idénticos para Ay B.

Figure 1. Molecular basis for the polymorphisms observed in RAPD
reactions. (a) A and B are two accessions, ecotypes or varieties of
any species or genus, with minimal differences in their genomes.
The primer is anneals to different sites along the genome, and the
enzyme TaJ polymerase elongates discrete DNA fragments. This
process is iterated in multiple polymerization cycles (PCR process).
Primer binding sites are labeled with arrows. In this case, in A there
is an amplified fragment between positions 4 and 5; this fragment
is not amplified in the genome B, because of a madification in its
sequence that impedes annealing of the primer. However, near the
position 6 of the genome B there is a new annealing site, which
permits the successful amplification of a new band (6-8). (b) Elec-
trophoretic separation of the amplified DNA fragments; the differ-
entially amplified bands are bold (4-5 and 6-8, respectively). The
other shown bands are identical for both genomes, and come from
the joining of the primer to other loci.

Diamante-INIA. Resultado de la seleccién efec-
tuada desde F2 de un cruzamiento realizado en
Perd. Cruzamiento: Agostano/P6//Blue Rose//
RB2/Balilla.
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Oro. Producto de la seleccién de lineas puras
del arroz chileno. Fue inscrita por la desapare-
cida Estacién Experimental Huencuecho, del
Ministerio de Agricultura.

Perla-INDUS. Producto de una cruza realizada por
el programa de mejoramiento de arroz de INDUS.
Cruzamiento: Oro/385//Rexoro Red/D//Rexoro
Red/Bozu L13-1-1-2-2//0Oro.

Quella-INIA. Producto de un cruzamiento entre
una linea experimental proveniente de Louissia-
na y la variedad nacional Oro. Cruzamiento:
Rexoro Red/Bozu L 119-1-1/Oro.

Analisis electroforético de proteinas de la
semilla

Electroforesis de proteinas en geles de poliacri-
lamida-SDS (SDS-PAGE). Para la extraccién de
proteinas se uso el método descrito por Ng y
Bushuk (1987), que consistié en moler una o va-
rias semillas, descartando su cascara. Se resus-
pendieron 40 mg de la harina obtenida en 1 ml
de tampén de extraccion [Tris-HCI 0,063 M (pH
6,8), dodecil sulfato de sodio (SDS) 2%, 2-mer-
captoetanol 5%, glicerol 10% y azul de bromo-
fenol 0,01%]. La mezcla se agité vigorosamente
por 1 minuto, lo que se repiti6 cada 30 minutos;
se mantuvo a temperatura ambiente por 2 horas,
luego se calenté por 2,5 minutos en agua hirvien-
do y se enfri6 a temperatura ambiente. El sobre-
nadante de esta suspensién se guardé a 4 °C y
se usé como extracto de proteinas.

L.as muestras se analizaron por electroforesis
vertical discontinua en geles de poliacrilamida
(PAA) con una relacién acrilamida: bis-acrilamida
de 30:0,8 y conteniendo 0,1% de SDS (Hames y
Rickwood, 1990). Se usé una fase superior con-
centradora (5% PAA en Tris-HCI 0,4 M pH 6,8) vy
una fase inferior resolutiva (8 6 12% PAA en Tris-
HCI 0,4 M pH 8,8). La polimerizacién del gel se
realiz6 en presencia de persulfato de amonio
(0,05%) y TEMED (10 ul para 16 mi). El tampén
de corrida fue Tris-HCI 25 mM (pH 8,4), glicina
192 mM y SDS 0,1%. Se cargaron 10 pul de
extracto de proteinas en cada pocillo del gel. Las
demas condiciones de la electroforesis (corrida,
tincién y decoloraciéon) se realizaron de acuerdo
a lo descrito por Hewstone e Hinrichsen (1994).

Electroforesis de proteinas en geles acidos de
poliacrilamida (A-PAGE). Para extraer las pro-
teinas, se pesaron 0,25 g de harina de cada va-
riedad, a los que se les agregé 1 ml de HAc
(4cido acético) a diferentes concentraciones (0,1,
1,2, 3; 4y 5 M), siendo 3 M la concentracién que

dio mejor resultado. La mezcla se agité ocasio-
nalmente y se dejoé a temperatura ambiente por
2 horas. Luego se centrifugé (13.000 rpm por 30
min en microfuga) y se separd el sobrenadante
sin arrastrar harina. Las extracciones fueron opti-
mizadas con la adiciéon de 2-mercaptoetanol al
1% en la solucién de extraccion. Para cargar los
geles acidos, el extracto de proteinas se mezclé
en relacién 1:1 con una solucién de sacarosa
40% en tampén lactato de aluminio 8,5 mM (pH
3,1), conteniendo trazas del indicador de migra-
cién pironina B. Las electroforesis de PAA en
condiciones acidas se realizaron en medio lac-
tato de aluminio (pH 3,1), de acuerdo al protocolo
descrito por Hussain et al. (1989), o en medio
urea-HAc (pH 2,7) (Hames y Rickwood, 1990).

En A-PAGE, en geles de lactato de aluminio (pH
3,1), las proteinas se separaron en geles de PAA
(relacién acril-bisacrilamida 30:1,5), compuestos
de una fase concentradora (PAA 4,5%) y una
resolutiva (PAA 10%), en medio lactato 8,5 mM
pH 3,1 y glicerol 18%. La polimerizacién se reali-
z6 en frio mediante la adicidn de acido ascérbico
(0,1%), FeSO, (0,002%) y H,0O, (0,03%). E! tam-
pén de corrida fue lactato pH 3,1.

En A-PAGE, en geles de urea-acido acético (pH
2,7), se usé la misma solucién de acril-bisacri-
lamida anterior, se prepararon geles al 10%
mezclando 2 ml de esta solucién mas 2 ml de
solucion B (43,2% HAc, 4% TEMED) y 10 ml de
solucién C (20 mg de persuifato de amonio en
10 ml de urea 4 M). El tampén de corrida fue HAc
0,9 M. Las muestras para separar en este tipo
de gel se resuspendieron desde el precipitado
con acetona en urea 2,5 M, HAc 0,9 M, mas rojo
de pironina al 0,1%.

Las corridas electroforéticas se realizaron a
15 mA, desde el polo (+) al (-). Los geles de
lactato se tineron con una solucién de é&cido
tricloroacético al 12%, metanol 12% y azul de
coomassie R-250 0,05%, mientras que para los
geles de urea-HAc se usé metanol:agua: HAc
(5:5:1) mas azul de coomassie 0,1%.

Amplificaciéon aleatoria de fragmentos polimér-
ficos de ADN (RAPD)

Los andlisis se realizaron en ADN extraido de
plantulas que tenian entre 10 y 15 dias de germi-
nacién, lo que se llevé a cabo en camaras de
crecimiento a 27-30 °C, con un fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 de oscuridad.

Extraccion de ADN de tejido de arroz. Se ensa-
yaron dos métodos de purificacién de ADN, uno
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basado en el detergente CTAB (bromuro de ce-
triltrimetilamonio) (Rogers y Bendich, 1988) y otro
que usa PEX (etilxantogenato de potasio)
(Jhingan, 1992) como agente de extraccion dife-
rencial. El método del PEX dio mejores resulta-
dos en rendimiento (cerca de 1 mg/g de tejido) y
calidad del ADN obtenido. Para este método, se
trituraron en mortero 2 plantulas (aproximada-
mente 0,15 g) de cada variedad, congeladas en
hielo seco. El macerado se transfiri6 a un micro-
tubo de 1,5 ml y se le agregd 50 pl de tampodn
PEX [PEX 20%, NaCl 1,7 M, EDTA 20 mM y Tris-
HCI 0,2 M (pH 8,0)). Con un vastago de plastico
se termin6é de macerar el tejido y luego se agre-
garon 450 pl mas de tampén PEX. Esta mezcla
se agité en un vértex y se incubé por 30 min a
65 °C. Transcurrido este tiempo, se agité nueva-
mente y se centrifugé 2 min a 13.000 rpm en
microfuga. Se precipitaron los acidos nucleicos
del sobrenadante agregando 2 vol. de etanol
95%: acetato de amonio 7,5 M (6:1); se agité sua-
vemente por inversion lenta, formandose un pre-
cipitado grueso. Se centrifugé a 13.000 rpm por
2 min y el “pellet” obtenido se lavé con etanol
70%. EI ADN precipitado, libre de etanol, se re-
suspendié en 200 ul de TE 0,1X (TE es Tris-HCI
10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM), conteniendo RNAsa
A (10 pg/ml). Para disolver completamente el
pellet obtenido, se incubé a 65 °C por 1 hora.
Luego se centrifugé brevemente y se separé el
sobrenadante que se extrajo 2 veces con 250 pl
de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) (Sam-
brook et al., 1989). Se precipité el ADN llenando
el microtubo con etanol 95%: acetato de amonio
7.5 M (6:1), se lavod el precipitado con etanol 70%
y finalmente se resuspendi6é en 50 ul de TE 0,1X.
Las preparaciones de ADN fueron conservadas
a4 °C.

Para analizar a calidad y estimar la cantidad del
ADN cromosomal purificado, se corrié un gel de
agarosa al 0,8% en TAE 1X [242 g Tris base, 57
ml HAc glacial y 100 ml EDTA 0,5M (pH 8,0) por
litro de solucién stock 50X].

Reacciones de amplificacién de ADN genémico
(RAPD). La reaccion de RAPD se realizé en un
microtubo de 500 pl mezclando 2 pl de la prepa-
racién de ADN (5 a 100 ng/ul), el partidor elegido
en forma aleatoria (2 ul de una solucién 10 mM,
obtenidos de Operon Technologies inc, Alameda,
CA), la enzima Taq polimerasa (0,1-1 pl, 1-5
U/ul, adquirida en Promega), MgCl, a una con-
centracién final de entre 2 y 4 mM, 1 ul de una
mezcla de los 4 desoxinucleétidos trifosfatos (2,5
mM cada uno), 2 ul de tampén PCR 10X (Tris-
HC! 0,1 M pH 8,3, KCI 0,5 M, gelatina 0,1%) y
agua esterilizada (csp. 20 ul), cubriéndose con
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una gota de aceite mineral. La reaccién de PCR
se realiz6é en un termociclador Cetus-Perkin
Elmer, usando un programa de ciclos de incuba-
cién a diferentes temperaturas compuesto de tres
etapas:

a) desnaturacién inicial del ADN, para lo que se
completaron 3 ciclos de 95 °C por 1 min, 37 °C
por 1 miny 72 °C por 1 min;

b) amplificacién de los fragmentos, que se reali-
z6 repitiendo 40 ciclos de 94 °C por 30 seg,
38 °C por30segy 72 °C por 1 min;y

c) extensién final a 72 °C por 5 min, etapa nece-
saria para completar las reacciones de ampli-
ficacién.

Separacién de los fragmentos amplificados de
ADN. Los productos de amplificacién se separa-
ron por electroforesis horizontal en geles de aga-
rosa al 1,5% en tampén TAE 1X (agarosa Ultra-
pure de Bio-Rad). La corrida se realizé a 120 V
constantes por 2 a 2,5 horas. El ADN se tifi6é du-
rante 20-40 minutos en bromuro de etidio (0,1
mg/ml) y se fotografié sobre un transiluminador
UV de onda corta. Como estandar de peso mole-
cular se us6 ADN de fago Lambda digerido con
Hind lil (fragmentos de 23,1; 9,4, 6,6; 4 4;: 2,3; 2,0
y 0,56 kb).

Lectura y analisis de las bandas de amplifica-
cién. Las bandas de ADN consideradas para el
analisis fueron aquellas que, ademas de ser
polimarficas, es decir, que estuvieron presente
en algunas muestras y ausente en otras, se de-
tectaron claramente, en, a lo menos, dos reaccio-
nes independientes. Ademas de bandas poli-
mérficas es importante detectar bandas idénticas
entre distintas muestras, con niveles de amplifi-
cacién similares, las que sirven como control
interno para verificar una eficiencia uniforme de
las reacciones de PCR.

Los datos se compilaron como presencia o
ausencia de una banda, 1 y 0, respectivamente.
La carencia de un dato se representé por 9
(denominacion arbitraria). Para este analisis, asi
como para la representacion de los resultados,
se utiliz6 el programa NTSYS-93 version 1.70
(Rohlf, 1993), generandose una primera matriz
triangular usando el indice de Dice (1945), que
permite obtener un indice de disimilitud entre
cada par posible de accesiones. Para el analisis
de grupos se usé el programa “SAHN-clustering”
incluido en NTSYS-93 (Sneath y Sokal, 1973),
basado en el método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean), el cual
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genera un dendograma que permite visualizar
las distancias genéticas entre los accesos anali-
zados. Para efectos de identificacidon varietal, una
distancia genética igual a cero indica que dos
muestras son idénticas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Electroforesis de proteinas totales en medio
desnaturante (SDS-PAGE)

Los zimogramas de proteinas totales de la semi-
lla mostraron la presencia de mas de 20 bandas
proteicas. Sin embargo, ellas no permitieron dife-
renciar una muestra de otra, ya sea que fueran
extraidas en presencia de glicerol o urea. El ana-
lisis de semillas individuales de las distintas
variedades confirmé la uniformidad de los patro-
nes proteicos (figuras 2a y 2b). Las proteinas de
alto peso molecular, separadas en geles al 8%
de poliacrilamida, tampoco mostraron diferen-
cias entre las variedades analizadas.

Electroforesis dcida de proteinas (A-PAGE)

A-PAGE en lactato de aluminio (pH 3,1). Se ha
descrito que la solubilizacién de las proteinas del
arroz es mas efectiva bajo condiciones de pH ex-
tremos (pH menor a 3 o mayor a 10) y en presen-
cia de compuestos quimicos como polifosfatos
o detergentes (Padhye y Salunkhe, 1979). Sin
embargo, la separacién electroforética realizada
de acuerdo a la metodologia descrita por
Hussain et al. (1989) no permitié resolver clara-
mente bandas especificas. Las extracciones con
HAc permitieron detectar la presencia de, a lo
menos, 5 bandas con un fondo de tincién ines-
pecifica, el que fue eliminado precipitando las
proteinas en acetona fria. Sin embargo, en las 6
variedades en estudio se apreciaron las mismas
bandas, sin encontrarse diferencias significati-
vas entre ellas (Figura 3).

PAGE en urea-acido acético (pH 2,7). Hames y
Rickwood (1990) describieron un método de
separacion de las proteinas usando urea y HAc.
La ventaja de usar urea como agente denaturante
(comparado con SDS), es que actia a nivel de
los puentes de hidrégeno y no afecta la carga
intrinseca de las proteinas, por lo que la separa-

-~ cion de los polipéptidos se basa en su tamafio y
carga. Los mismos extractos obtenidos para ge-
les de lactato fueron analizados en geles de urea
Yy, aunque mostraron bandas nitidas, tampoco
hubo diferencias entre las variedades (resultados
no presentados).

Figura 2. Proteinas de la semilla de arroz separadas mediante
electroforesis tipo SDS-PAGE al 10%. (a) Patrones de las variedades
Quella-INIA (Q), Buli-INIA (B), Cristal-INDUS (C), Diamante-INIA
(D), Oro (O) y Perla-INDUS (P). (b) Analisis de 10 semillas de la
variedad Oro, extraidas separadamente.

Figure 2. Rice seed proteins resolved by SDS-PAGE (10%)
electrophorosis. (a) Protein profiles from the varieties Quella-INIA
(Q), Buli-INIA (B), Cristal-INDUS (C), Diamante-INIA (D), Oro (O)
and Peria-INDUS (P). (b) Analysis of 10 individually extracted
seeds from the Oro variety.



Figura 3. Proteinas de la semilla de arroz separadas mediante elec-
troforesis tipo A-PAGE al 10%. Las variedades son Quella-INIA (Q),
Buli-INIA (B), Cristal-INDUS (C), Diamante-INIA (D), Oro (O) y
Perla-INDUS (P).

Figure 3. Rice seed proteins resolved by A-PAGE (10%) electro-
phoresis. Protein profiles are from varieties Quella-INIA (Q), Buli-
INIA (B), Cristal-INDUS (C), Diamante-INIA (D), Oro (O) and Perla-
INDUS (P).

Amplificacion aleatoria de fragmentos de ADN
polimérficos (RAPD) de arroz

El uso de RAPD tiene la ventaja de ser técnica-
mente simple, de no requerir informacién de la
secuencia de ADN con la que se esta trabajando,
de que el protocolo es rapido y facil de llevar a
cabo y de usar fluorescencia en lugar de radioac-
tividad para revelar las bandas de ADN (Waugh
y Powell, 1992). Ademas, se requiere una mini-
ma cantidad de ADN si se le compara con otras
metodologias de andlisis gendémico como RFLP,
ya que usualmente 5-25 ng de ADN por reaccién
son suficientes para obtener un buen resultado.

Optimizacién de las condiciones de la reaccién.
La amplificacion de ADN por PCR esta influen-
ciada, entre otros factores, por la concentracién
de Mg*. Se ha demostrado que su 6ptimo depen-
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de tanto del genoma en estudio como del partidor
usado (Park y Kohel, 1994). Por esta razén, se
hicieron pruebas con distintos partidores usando
distintas concentraciones de Mg?®, determinan-
dose en todos los casos una concentraciéon 6pti-
ma cercana a 3 mM (resultados no presentados).

Determinacién de partidores polimérficos para
0. sativa. Los 25 partidores ensayados mostra-
ron bandas de amplificacién, en nimero variable
y con tamafios que fluctuaron entre los 200 y
3.000 pares de bases (bp). De estos 25 partido-
res, 10 mostraron bandas polimérficas reproduci-
bles (Cuadro 1). Como un ejemplo, se muestran
los productos de amplificacion usando el partidor
OPX-09 (Figura 4). La proporcion de partidores
gue generaron bandas polimérficas (cercana al
40%) fue inferior a otras especies, e incluso fue
menor a los valores sefialados para arroz (Fu-
kuoka, Hosaka y Kamijima, 1992; Ko ef al., 1994);
esto se podria deber a que las variedades estu-
diadas en este caso tienen un importante grado
de parentezco, ya que casi todas ellas tienen en
su pedigri a la variedad Oro. Ademas, el niumero
de muestras fue pequefio (n = 6), lo que también
disminuye la probabilidad de encontrar polimor-
fismos.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los fragmentos
amplificados mediante RAPD, usando el partidor OPX-09. El primer
carril (N) es una reaccion que no contiene ADN, el carril M
corresponde al estandar de peso molecular Lambda/Hind lll (tamafios
en kb indicados a la izquierda), y los otros carriles corresponden a
las variedades Buli-INIA (B), Cristal-INDUS (C), Diamante-INIA
(D), Oro (O), Perla-INDUS (P) y Quella-INIA (Q). Las flechas indican
algunas bandas polimoérficas.

Figure 4. Agarose gel electrophoresis at 1.5% of the DNA fragments
amplified through RAPD, using the primer OPX-09. Lane N is a
control reaction without DNA; lane M is Lambda/Hind lll (fragment
sizes in kb indicated to the left); the other lanes are varieties Buli-
INIA (B), Cristal-INDUS (C), Diamante-INIA (D), Oro (O), Perla-
INDUS (P) and Quella-INIA (Q). Polymorphic bands are indicated
by arrows.
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CUADRO 1. Polimorfismos detectados entre variedades de arroz usando RAPD

TABLE 1. Polymorphisms detected in rice cultivars using RAPD

Partidor Tamano!

Buli-INIA Cristal- INDUS Diamante-INIA Oro

Perla-INDUS Quella- INIA

OoPX-03 1.530
1.430

820

5§50

OPO-05 530
420

370

340

300

OPX-18 1.370
1.160

OPW-16 1.040
750

640

545

OPX-09 2.680
1.740

500

300

OPX-05 1.475
650

590

290

260

OPI-17 470
OPX-04 2.080
1.120

OPX-12 600
350

OPW-15 465
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'"Tamaiio del fragmento en pares de bases.

Identificacién varietal. De acuerdo a los datos
obtenidos, se propone un sistema de identifica-
cion de variedades chilenas de arroz basado en
la presencia o ausencia de bandas polimérficas,
de acuerdo a un esquema basado en 8 partido-
res {Cuadro 2). Este esquema se puede simplifi-
car, ya que usando sélo 4 partidores (OPI-17,
OPW-16, OPX-03 y OPX-09) es posible discrimi-
nar las 6 variedades en estudio. Sin embargo,
aun no se determina la reproducibilidad de estos
polimorfismos para semillas individuales de
cada una de las variedades. En este sentido, un
antecedente interesante se encuentra en el tra-
bajo de Ko et al. (1994), quienes no encontraron
diferencias significativas en los patrones de
RAPD al analizar individualmente 12 semillas de
la variedad australiana Kulu.

Estimacién de distancias genéticas. Usando el
indice de disimilitud de Dice (1945), se generé
un dendograma de acuerdo a las bandas de poli-

morfismo detectadas, que permitié estimar las
distancias genéticas entre las variedades (Figu-
ra 5). Este dendograma estd basado en un
numero relativamente pequefio de polimorfismos
(n < 30), por lo que podria tener imprecisiones.
Eil dendograma sugiere que existen dos grupos.
el primero integrado por las variedades Diaman-
te-INIA (cruzamiento peruano con progenitores de
origen italiano y norteamericano) y Buli-INIA, que
tiene a Diamante-INIA entre sus progenitores
(50%) y a Oro (12,5%), y un segundo grupo en
que estan Cristal-INDUS, Oro, Perla-INDUS, y
Quella-INIA. Cristal-INDUS es en este grupo el
que presenta un mayor grado de divergencia, lo
que se suponia a priori por su gran polimorfismo;
esta variedad tiene un 50% de aporte de una
linea de Louissiana, y un 25% aportado por Oro.
Todas las variedades de este grupo tienen entre
los progenitor es que conforman su pedigri a la
variedad Oro, sin embargo, las variedades Oro y
Quella-INIA conforman un subgrupo, indicando



una mayor cercania genética de ellas; de hecho,
Oro aporta un 50% de la informacién genética de
Quella-INIA. En el caso de Perla-INDUS, a pesar
de ser mas cercana a Oro (esta variedad aporta
un 68,75% de su dotacidon genética), es probable
que los progenitores 385 y D (desconocido), que
no participan en Quella-INIA, hagan que esta
variedad no se incluya en el subgrupo de Oro y
Quella-INIA.

CUADRO 2. Partidores utilizados parala
identificacion de variedades chilenas de arroz
usando RAPD

TABLE 2. Primers used for the identification
of Chilean rice cultivars using RAPD

Bandas Bandas
Variedad presentes’ ausentes
Buli-INIA OPX-04/2080 OPW-16/1040
OPO-05/530
OPO-05/370
OPO-05/340
Cristal-INDUS OPX-04/1120 OPX-03/820
OPW-15/460 OPX-03/550
Diamante-INIA OPW-16/750 OPX-18/1370
OPW-16/540 OPX-18/1160
OPX-09/300 OPX-09/2680
OPX-05/580
Oro OPI-17/470 OPX-03/1430
Perla-INDUS OPW-16/640 OPX-03/1530
OPX-09/1740
Quella-INIA OPX-03/1430 OPI-17/470

'Para la nomenclatura de las bandas, se indica el nombre del partidor
(serie y nimero), seguido del tamaiio estimado de la banda en bp;
por ejemplo, OPW-16/1040 es una banda de 1040 bp amplificada con
el partidor OPW-16.

—{ o
Diamante-iNIA

Cristal-INDUS

Oro
“:‘{ Quella-INIA
Perla-INDUS

Figura 5. Dendograma construido a partir de la matriz de disimilitud
generada con los polimorfismos detectados por RAPD.

Figure 5. Dendogram designed on the basis of the dissimilarity
matrix, generated in the polymorphisms detected by RAPD.
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En el marco de un programa de mejoramiento
genético, los marcadores tienen a lo menos 3
potenciales aplicaciones: (i) en la eleccién de
progenitores para un cruzamiento, se puede pre-
seleccionar materiales genéticamente similares
o diferentes, de acuerdo a los objetivos de la
cruza; (ii) en base a estos polimorfismos se pue-
den construir “mapas genéticos” sobre la base
de poblaciones planificadas de acuerdo al carac-
ter de interés, y en estos mapas identificar mar-
cadores moleculares asociados a esas caracte-
risticas (genes de resistencia a enfermedades o
problemas de origen metabdlico como la “panza
blanca”, o factores abiéticos como tolerancia a
frio). A futuro, estos marcadores podrian ser de
uso rutinario en el analisis de segregantes, con
el consecuente ahorro en tiempo requerido para
generar una nueva variedad; y (iii) estos marca-
dores serdn la herramienta de eleccién para
realizar “fingerprinting” de variedades comercia-
les, lo que sera imprescindible para registrar la
propiedad del material genético.

CONCLUSIONES

El analisis de los pefrfiles proteicos de semillas
de variedades chilenas de arroz, usando elec-
troforesis en condiciones desnaturantes (SDS-
PAGE) o en condiciones acidas (A-PAGE), mostré
que no existen diferencias intervarietales a este
nivel. Por el contrario, un esquema analitico basa-
do en el analisis de fragmentos de amplificacion
de ADN gendémico con partidores aleatorios
(RAPD) si permitié discriminar entre las 6 mues-
tras en estudio. Se identificé un minimo de 4
partidores que permiten diferenciar entre estas
variedades (OPI-17, OPW-16, OPX-03 y OPX-09).
Asimismo, el anadlisis de un dendograma cons-
truido a partir de estos polimorfismos permitio
definir las relaciones filogenéticas entre estas
variedades, existiendo dos grupos genéticos: uno
constituido por las variedades Diamante-INIA y
Buli-INIA v el otro por las variedades Cristal-
INDUS, Oro, Perla-INDUS y Quella-INIA. Aunque
el método RAPD es de mayor costo que una
electroforesis de proteinas, fue el Unico que dio
resultados reproducibles y representativos, en un
lapso de tiempo razonable, por lo que se reco-
mienda como método para la identificacién varie-
tal en arroz.
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RESUMEN

Una adecuada identificaciéon varietal es necesa-
ria para registrar y controlar la distribucién de
semillas comerciales y para determinar el nivel
de pureza de éstas. En este trabajo se evaluaron
diversas técnicas que utilizan marcadores mole-
culares para discriminar las variedades de arroz
utilizadas en Chile. El analisis electroforético de
proteinas de la semilla mostré perfiles idénticos
para 6 variedades estudiadas, tanto en medio
desnaturante (SDS-PAGE) como en medio acido
(A-PAGE). Por el contrario, al analizar directa-
mente el genoma, aplicando una técnica que
utiliza la amplificacién mediante la reacciéon en
cadena de una polimerasa (PCR) de fragmentos

polimérficos de ADN, utilizando partidores de
amplificaciéon elegidos al azar (RAPD), fue posi-
ble identificar facilmente las variedades anali-
zadas. De 22 partidores ensayados, 10 genera-
ron bandas de ADN polimérficas. L.as bandas
generadas por 4 de éstos, fueron usadas para
disefiar un protocolo de identificacién varietal.
Adicionalmente, los polimorfismos detectados
permitieron construir un dendograma para esti-
mar las relaciones filogenéticas existentes entre
las variedades estudiadas.

Palabras claves: RAPD, SDS-PAGE, A-PAGE,
arroz, relaciones filogenéticas.
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