
Plant Genetic Resources Newsletter, 2005, No. 143   1Plant Genetic Resources Newsletter, 2005, No. 143: 1-7ARTICLE

Identificación de variedades de arroz (Oryza sativa 
L.) cultivadas en Argentina mediante marcadores 
bioquímicos: su utilidad potencial para el registro  
de cultivares

R.D. Medina*, M.M. Faloci, M.A. Marassi y L.A. Mroginski
Instituto de Botánica del Nordeste (IBONE), Facultad de Ciencias Agrarias (UNNE), CC 209, 3400 Corrientes, Argentina. 
Tel: +543783427589; Fax: +543783427131; E–mail: ricardomedina@agr.unne.edu.ar

Resumen
Identificación de variedades 
de arroz (Oryza sativa L.) 
cultivadas en Argentina mediante 
marcadores bioquímicos: su 
utilidad potencial para el registro 
de cultivares
Cuarenta y cinco variedades de arroz 
cultivadas en Argentina fueron caracte-
rizadas por electroforesis de isoenzimas, 
utilizando geles discontinuos de polia-
crilamida no desnaturalizantes (PAGE). 
Los sistemas isoenzimáticos analizados 
fueron: Fosfatasa ácida (ACP), Diafo-
rasa (DIA), Esterasas (EST), Malato 
deshidrogenasa (MDH) y Siquimato 
deshidrogenasa (SDH). El sistema SDH 
mostró la mayor variabilidad formando 
21 grupos, mientras que MDH eviden-
ció el menor polimorfismo generando 
sólo 9. La identificación de todas las 
variedades se logró evaluando los cinco 
sistemas. Ello muestra que los marca-
dores bioquímicos pueden constituir 
un complemento o una alternativa a ser 
utilizada para caracterizar, identificar 
y registrar las variedades de arroz en 
Argentina.

Résumé Summary
Identification of rice varieties 
(Oryza sativa L.) cultivated in 
Argentina using biochemical 
markers: their potential utility for 
the registration of cultivars
Forty five rice varieties grown in Argen-
tina were analyzed through isozyme 
analysis using discontinuous native 
polyacrylamide gels electrophoresis 
(PAGE). Polymorphic isozymes used to 
distinguish among the cultivars were: 
acid phosphatase (ACP), diaphorase 
(DIA), esterases (EST), malate dehydro-
genase (MDH) and shikimate dehydro-
genase (SDH). The SDH system showed 
the highest degree of variability in the 
banding patterns—21 groups were 
formed—compared to the MDH system 
which showed the least isozyme poly-
morphism—only 9 groups were formed. 
The tested varieties could be uniquely 
identified when all five isozyme were 
evaluated. These results show that bio-
chemical markers could complement or 
be an alternative method of character-
ization, identification and registration 
for rice varieties in Argentina.
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Introducción
Desde los comienzos del siglo XX la necesidad de protección 
de las creaciones fitogenéticas hizo que los fitomejoradores 
buscaran los medios legales por los que se les conceda 
un dominio temporal sobre su obtención, logrando en 
1930 en EE.UU. la aprobación de la Ley de Patentes de 
Plantas (Jadue Díaz 1999). Treinta años después se creó la 
Unión Internacional para la Protección de las Obtenciones 
Vegetales (UPOV) que, desde entonces, se ha encargado 
de armonizar las normas jurídicas para la protección de 
variedades en los estados miembros. De común acuerdo 
las naciones participantes reconocen los exámenes de 
distinción varietal como un prerrequisito para su protección 
(Bayle 1983).
 La Ley Argentina de Semillas y Creaciones Fitogenéticas 
Nº 20.247 (Boletín Oficial, 16/IV/1973), en su Art. 20 
dispone que para registrar un cultivar, el mismo debe diferir 
de otros conocidos a la fecha de solicitud y debe poseer 

características suficientemente homogéneas y estables a través 
de generaciones sucesivas.
 Las variedades a ser registradas comúnmente satisfacen los 
estándares de homogeneidad y estabilidad, sin embargo, los 
requerimientos de distinción son los más difíciles de establecer, 
en especial en materiales genéticamente emparentados. Para 
el registro o lanzamiento de una nueva variedad de arroz se 
recurre a los descriptores morfológicos (IRRI 1988) y aunque 
su utilización sigue siendo reglamentaria, es necesaria la 
búsqueda de alternativas.
 Otros tipos de atributos han recibido especial atención para 
ser explotados como criterio de distinción de variedades. Entre 
ellos se encuentran los marcadores bioquímicos (proteínas, 
isoenzimas, metabolitos secundarios) y los basados en el 
análisis del ADN (ácido desoxiribonucleico).
 Los análisis basados en las proteínas e isoenzimas han 
pasado a ser efectivamente utilizados en la caracterización 
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de variedades desde la década de los ‘70, posibilitando 
también la estimación de la variabilidad y las relaciones entre 
genotipos (Milach 1999).
 El análisis del polimorfismo isoenzimático ha sido de gran 
valor para la caracterización, distribución y cuantificación de 
la diversidad genética del germoplasma de arroz en distintos 
países (Glaszmann 1987; Kochko 1987; Sie y Ghesquiere 1992; 
Cai y Morishima 1997). Blair et al. (1999), Virk et al. (2000) y 
Luce et al. (2001), examinando la diversidad de los recursos 
genéticos de arroz con distintos marcadores, han adoptado 
como estudio de referencia el reportado por Glaszmann 
(1987), quien estudió 1688 variedades de arroz asiáticas con 8 
sistemas isoenzimáticos.
 La identificación de variedades de arroz fue descripta 
empleando técnicas tales como el análisis del polimorfismo de 
los fragmentos de ADN amplificados al azar (RAPD, random 
amplified polymorphic DNA) por Ko et al. (1994), Mackill 
(1995) y Virk et al. (2000), el polimorfismo de la longitud de 
fragmentos amplificados (AFLP, amplified fragment length 
polymorphism) por Mackill et al. (1996) y Virk et al. (2000) 
y el estudio de las intersecuencias simples repetidas (ISSR, 
intersimple sequence repeat) por Blair et al. (1999) y Virk 
et al. (2000) o de secuencias simples repetidas (SSR, simple 
sequence repeat o microsatellites) por Garland et al. (1999) 
y Luce et al. (2001). Estas técnicas han mostrado una amplia 
variación en su capacidad de discriminación. No obstante, 
cada una de estas estrategias de identificación junto a los 
marcadores de otro tipo, aportan una invalorable información 
para la caracterización de variedades.
 Esta creciente disponibilidad de técnicas bioquímicas y 
moleculares, que revelan un mayor nivel de polimorfismo y 
consistencia en los resultados, abre el espectro de posibilidades 
para que los organismos oficiales cuenten con herramientas 
potencialmente eficientes para la identificación, el registro y 
la protección de las variedades.
 Si bien el uso de estos marcadores aún no está generalizado, 
algunos países han implementado su aplicación como 
complemento de las características morfológicas. Tal es el caso de 
Inglaterra que ha incorporado como criterio de distinción varietal 
para trigo (Triticum aestivum L.) los perfiles electroforéticos de 
gliadinas (Milach 1999), de Francia que para la identificación y el 
registro de líneas de maíz (Zea mays L.), trigo y cebada (Hordeum 
vulgare L.) emplean patrones isoenzimáticos (Lombard et al. 
2000) y de Italia, que utilizan el análisis de hordeínas para cebada 
siguiendo un protocolo de la UPOV (Delogu et al. 1993).
 Estos antecedentes y las características propias de 
las evaluaciones basadas en marcadores bioquímicos 
(simplicidad, alta sensibilidad, reproducibilidad, carácter no 
destructivo y celeridad en la obtención de resultados a un costo 
considerablemente menor comparado con los marcadores 
moleculares) los postulan como un método de elección al 
momento de buscar otros criterios que complementen a los 
existentes.
 El objetivo del presente trabajo fue encontrar polimorfismos 
isoenzimáticos que permitan diferenciar 45 variedades de 
arroz empleadas en Argentina, para que en el futuro puedan 
ser utilizados como efectivos marcadores de distinción.

Materiales y métodos
Material vegetal
Para este estudio se utilizaron plantas de diferentes variedades 
de arroz (Oryza sativa L.), pertenecientes a todos los tipos 
comerciales, representando gran parte del germoplasma 
presente en Argentina. Dichas variedades fueron: ‘Altamirano 
P.A.’, ‘Arroyo Grande P.A.’, ‘Bluebelle’, ‘Calá P.A.’, ‘Colonia 
Macías 5 C.A.’, ‘Chacarero P.A.’, ‘Chajarí P.A.’, ‘EMBRAPA–6–
Chuí’, ‘CT 6919 INTA’, ‘Cypress’, ‘Don Ignacio FCAYF’, ‘Don 
Juan INTA’, ‘El Paso 144’, ‘El Paso 227’, ‘EPAGRI 107’, ‘Fortuna 
INTA’, ‘Gená P.A.’, ‘Guaviraví P.A.’, ‘Guayquiraró P.A.’, ‘IR 
1529 INTA’, ‘BR/IRGA 409’, ‘BR/IRGA 410’, ‘BR/IRGA 416’, 
‘BR/IRGA417’, ‘ La Plata Itapé P.A.’, ‘La Candelaria P.A.’, 
‘La Plata Mochi P.A.’, ‘Lemont’, ‘Mandisoví P.A.’, ‘Maybelle’, 
‘Mocoi F.C.A.’, ‘Mocoretá P.A.’, ‘Montiel P.A.’, ‘Ñancay P.A.’, 
‘Palmar P.A.’, ‘Petei F.C.A.’, ‘Quebracho P.A.’, ‘Rico’, ‘R.P. 2’, 
‘EMBRAPA–7–Taim’, ‘Taipero P.A.’, ‘Tebonett’, ‘Villaguay 
P.A.’, ‘Yeruá P.A.’ y ‘Yuquerí’.

Análisis de isoenzimas
Los extractos crudos se prepararon a partir de 50 mg de hojas 
jóvenes en activo crecimiento de plantas obtenidas a partir 
de semillas germinadas en tierra estéril, en frascos de 382 cm3 
sigilados con Resinite AF–50® (Casco S.A.C., Buenos Aires) 
e incubados en un cuarto climatizado a 27±2ºC con 14 hs de 
fotoperíodo y con una intensidad lumínica de 116 μmol m-2 
s-1. Las muestras se homogeneizaron en un mortero con buffer 
de extracción: 0,1 M de Tris/HCl pH=6,8 + 2% de glicerol + 
0,1% de β-mercaptoetanol + 0,01% de azul de bromofenol, 
en relación 0,1 g ml-1. Los homogenados se centrifugaron a 
14.000 rpm por 10 minutos, se fraccionaron en alícuotas y se 
conservaron a –70ºC.
 Se analizaron 5 sistemas isoenzimáticos: Fosfatasa ácida: 
ACP (E.C. 3.1.3.2), Diaforasa: DIA (E.C. 1.6.4.3), Esterasas: EST 
(E.C. 3.1.1. –), Malato deshidrogenasa: MDH (E.C. 1.1.1.37) 
y Siquimato deshidrogenasa: SDH (E.C. 1.1.1.25) en geles 
discontinuos de poliacrilamida no desnaturalizantes 3% – 
7,5% (PAGE), utilizando buffer de electrodo 0,025 M de Tris/
HCl + 0,192 M de glicina, pH=8,3; según Laemmli (1970).
 Dependiendo del sistema isoenzimático, se sembraron 
entre 18 y 20 μL del homogenado por muestra. La electroforesis 
se llevó a cabo a 4˚C y a intensidad constante de 1,2 mA/cm. 
El revelado se efectuó sumergiendo los geles en la mezcla de 
reacción específica para cada sistema enzimático: ACP, MDH 
y SDH según Arulsekar y Parfitt (1986); DIA según Stuber et 
al. (1988) y EST según Soltis et al. (1983).
 Luego de la aparición de las bandas coloreadas que 
revelan la actividad enzimática, los geles fueron lavados 
varias veces con agua destilada y secados a temperatura 
ambiente entre hojas de papel celofán.
 Se analizaron cualitativamente las bandas isoenzimáticas 
y se calcularon las movilidades electroforéticas relativas (Rf) 
para cada una de ellas.
 Se representó la capacidad de diferenciación varietal de 
los sistemas evaluados a través del porcentaje acumulado de 
diferenciación varietal de cada sistema más el que surge de 
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1A y 1B (online) se transcriben los zimogramas indicando 
presencia (+) y ausencia (-) de bandas isoenzimáticas y los 
grupos que originaron. En la Figura 1 A, 1 B, 1 C, 1 D y 1 E 
se esquematizan los perfiles isoenzimáticos de los 5 sistemas 
evaluados. En la Figura 2 se pueden observar los zimogramas 
de algunos de los grupos varietales formados a partir de los 5 
sistemas isoenzimáticos analizados.
 Del análisis de los patrones de bandas obtenidos surge 
que el sistema SDH ha generado la máxima cantidad de 
grupos (21) constituyéndose el marcador más polimórfico. 
Los sistemas EST y ACP han presentado una considerable 
variabilidad, que se tradujo en la discriminación de 15 y 14 
grupos, respectivamente. Ello concuerda con Glaszmann 
(1987), Sie y Ghesquiere (1992), Cai y Morishima (1997) 
quienes también han considerado estas isoenzimas de utilidad 
para la diferenciación de grupos varietales. En otras especies 
como yam (Dioscorea cayenensis Lam. y D. rotundata Poir.), 
EST y SDH resultaron heteromórficos (Dansi et al. 2000), sin 
embargo, en kiwi (Actinidia deliciosa [A. Chev.] C.F. Liang et 
A.R. Ferguson) Messina et al. (1991) evidenciaron patrones de 
bandas de SDH idénticos en todos los cultivares evaluados.
 MDH fue el sistema menos polimórfico permitiendo 
la menor agrupación. Ello coincide con lo reportado por 
Kochko (1987) quien analizó la variabilidad isoenzimática 
de variedades de arroz en África, resultando éste uno de los 
sistemas más monomórficos. También Tao y Sugiura (1987) 
observaron que dicho sistema fue el que produjo la menor 
cantidad de grupos en cultivares de kaki (Diospyros kaki Lf.). 

la combinación aditiva de las demás isoenzimas empleadas, 
comenzando por los sistemas isoenzimáticos más polimórficos 
y siguiendo por los menos polimórficos.

Resultados y discusión
Los zimogramas obtenidos fueron claramente legibles, 
muy consistentes y altamente reproducibles en corridas 
electroforéticas independientes.
 Para la identificación de 45 variedades de arroz se 
utilizaron los 5 sistemas isoenzimáticos más polimórficos 
entre los 15 analizados por Medina et al. (1998).
 En los perfiles isoenzimáticos se visualizaron 57 bandas, 39 
polimórficas y las restantes 18 monomórficas. En las Apéndices 
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Figura 1. Patrones isoenzimáticos de SDH (A), EST (B), ACP (C), DIA (D) y MDH (E) para diferentes grupos varietales.
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En kiwi, Messina et al. (1991) determinaron que MDH no fue 
útil como marcador de clasificación.
 Si bien DIA no es un sistema comúnmente utilizado 
para detectar polimorfismos que permitan la clasificación de 
germoplasma de arroz (Glaszmann 1987; Kochko 1987; Sie 
y Ghesquiere 1992), De los Reyes et al. (1989) han reportado 
patrones distintos para DIA en diferentes accesiones. En 

nuestro estudio fue fundamental el análisis de este sistema 
por su aporte a la diferenciación varietal en combinación con 
los sistemas restantes.
 Aunque los zimogramas analizados evidenciaron un 
porcentaje elevado de bandas polimórficas, no fue posible 
la identificación de las 45 variedades con un único sistema. 
Sin embargo, considerando los 5 sistemas isoenzimáticos se 
ha logrado caracterizar individualmente 22 variedades y las 
restantes mediante la combinación de los mismos (Apéndice 
2[online]).
 Analizando la capacidad de diferenciación varietal de los 
sistemas empleados (Figura 3) se puede afirmar que el 47% 
de las variedades pueden ser distinguidas evaluando sólo 
SDH y EST. Si bien MDH fue el sistema que arrojó el menor 
número de bandas polimórficas y generó la menor cantidad 
de grupos, demostró al mismo tiempo una gran capacidad de 
discriminación cuando se lo combinó con los otros sistemas 
ensayados.
 Para la caracterización de ejemplares de distintas especies 
también se han empleado uno o varios sistemas isoenzimáticos. 
Quirós et al. (1987) analizando 6 sistemas isoenzimáticos 
en apio (Apium graveolens L.) pudieron establecer 9 grupos 
en 15 cultivares. Tobolski y Kemery (1992) diferenciaron 
15 cultivares de Acer rubrum L. mediante el análisis de 7 
sistemas enzimáticos que resultaron polimórficos. Maass et 
al. (1993) emplearon 4 sistemas para evaluar 8 accesiones de 
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Figura 2. Zimogramas en geles de poliacrilamida no 
desnaturalizantes (3% – 7,5%) de algunos de los grupos 
varietales formados a partir del análisis de 5 sistemas 
isoenzimáticos.
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maní forrajero (Arachis Pintoi Krap. & Greg.). Marquard y 
Chan (1994) con 6 sistemas isoenzimáticos distinguieron 45 
cultivares de manzano silvestre (Malus spp.). Sin embargo, 
Hussain et al. (1987) caracterizaron 20 cultivares de mandioca 
(Manihot esculenta Crantz) solamente con el patrón de bandas 
de EST.
 Para la mayoría de las especies, los exámenes de Distinción, 
Homogeneidad y Estabilidad (DUS) únicamente confían en la 
comparación de características morfológicas entre los cultivares 
candidatos y todos los previamente registrados que componen 
la colección de referencia (Lombard et al. 2000) si bien, como 
ha sido mencionado anteriormente, existen ejemplos del 
uso de marcadores bioquímicos como complementarios. Los 
protocolos que se basan en las características morfológicas 
tienen ciertas limitaciones. En primer lugar tienen un costo 
económicamente elevado, dado que requieren evaluaciones 
en distintas localidades y un cierto número de réplicas, lo 
que se complica aún más cuando año tras año se incrementa 
el tamaño de la colección. Por otra parte las características 
deben evaluarse a lo largo de todo el ciclo del cultivo y por 
más de un ciclo, dependiendo de la especie, lo que conlleva 
un mayor consumo de tiempo. En este contexto, los exámenes 
DUS podrían beneficiarse de las bondades y ventajas que les 
brindarían los marcadores bioquímicos y moleculares.
 La identificación de variedades de arroz mediante el 
análisis de marcadores moleculares basados en ADN se ha 
llevado a cabo utilizando varias técnicas. Ko et al. (1994) 
utilizando 22 cebadores arbitrarios pudieron diferenciar 27 
variedades de distinto origen empleando RAPD, aunque 
algunas de ellas presentaron altos porcentajes de similaridad 
(88–97%). Mackill et al. (1996) estudiaron 14 variedades 
con tres sistemas marcadores: AFLP, RAPD y microsatélites, 
siendo este último el que generó mayor polimorfismo intra e 
intersubespecífico. Luce et al. (2001) evaluando 16 cebadores 
microsatélites lograron identificar 419 variedades adaptadas 
a condiciones europeas, si bien 82 de ellas presentaron un alto 
polimorfismo intravarietal.
 Aunque no sea posible la comparación de dichas técnicas 
sin el empleo del mismo número de marcadores, se puede 
afirmar que los análisis de RAPD resultan un método 

simple y rápido, si bien son frecuentemente criticados por el 
escaso polimorfismo revelado (Mackill 1995), por su falta de 
reproducibilidad (Karp y Edwards 1997; Lee y Henry 2001) 
y su poca transferibilidad de un laboratorio a otro según lo 
reportado por Ferreira y Grattapaglia (1998). Los marcadores 
microsatélites son útiles para la identificación de variedades 
porque brindan un alto nivel de polimorfismo (Ferreira y 
Grattapaglia 1998; Garland et al. 1999; Luce et al. 2001), aunque 
su tasa de mutabilidad es 500 veces mayor de lo normal (Jarne 
y Lagoda 1996), siendo ésta una de las razones por las que se 
explica el fenómeno del polimorfismo intravarietal, pudiendo 
hacer dificultoso el establecimiento de un determinado patrón 
identificatorio que sirva como referencia y sea estable durante 
un elevado número de generaciones.
 Virk et al. (2000) compararon experimentalmente la 
capacidad de discriminación de cuatro estrategias de 
identificación (isoenzimas, AFLP, microsatélites e ISSR) 
considerando un número similar de marcadores para cada 
una. Ellos reportaron que a excepción de ISSR, las demás 
técnicas clasifican las variedades de arroz de acuerdo a 
Glaszmann (1987), siendo las isoenzimas y los AFLP los 
más eficientes. Los marcadores AFLP tienen un alto poder 
de discriminación debido a que generan un considerable 
número de bandas que pueden analizarse en un único gel, sin 
embargo, son técnicas que incluyen mayor número de etapas 
y la exigencia de un alto nivel de pureza del ADN que implica 
un mayor consumo de tiempo y mayores costos operativos 
(Ferreira y Grattapaglia 1998; Lee y Henry 2001).
 Empleando 5 sistemas isoenzimáticos fue factible 
identificar 45 variedades de arroz cultivadas en Argentina, 
brindando una herramienta complementaria que podría ser 
considerada para el registro de cultivares. Si bien no se puede 
afirmar que se trata del mejor método de identificación ya 
que no se estudiaron otros métodos comparativamente, esta 
estrategia se presenta como una técnica no destructiva, de 
simple resolución y de alta sensibilidad que requiere muy 
poco material por individuo. Éste, comparado con otros 
sistemas de marcadores, es de bajo costo operativo y de 
establecimiento (Ferreira y Grattapaglia 1998). Por otra parte, 
la variabilidad ontogenética y aquélla debida al ambiente 
pueden ser eliminadas en un sistema de trabajo controlado 
garantizando una alta reproducibilidad del método.
 Si bien las bases estatuidas para la mayoría de los exámenes 
DUS que se realizan para el otorgamiento de una licencia 
de protección y registro de una nueva variedad seguirán 
siendo los caracteres morfológicos y fenológicos, la UPOV, en 
circunstancias donde se hace difícil determinar la distinción 
varietal, ha aceptado el uso de marcadores bioquímicos como 
una alternativa (Camlin 2001) y de hecho existen algunos 
ejemplos de su utilización en la identificación y registro de 
cereales (Lombard et al. 2000).

Conclusiones
Con este trabajo se ha demostrado que es posible diferenciar 
45 variedades de arroz empleadas en Argentina mediante 
la evaluación de cinco sistemas isoenzimáticos (ACP, DIA, 

Figura 3. Capacidad de diferenciación varietal de los 
sistemas isoenzimáticos empleados.
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EST, MDH y SDH), siendo la electroforesis en minigeles 
discontinuos de poliacrilamida no desnaturalizantes un 
método eficiente que permite un análisis muy sensible con la 
obtención de resultados inmediatos. Ello, sumado a las vastas 
evidencias de la utilidad de los marcadores bioquímicos 
para la identificación varietal, inclusive en diversas especies, 
incrementa la probabilidad que, en un futuro cercano, sean 
considerados y empleados como criterio en los exámenes de 
distinción para el registro nacional de variedades de arroz en 
Argentina.
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