Distribucién de la Variabilidad en Cinco
Cultivares de Centeno (Secale cereale L)}

ABSTRACT

Esteraseisozymes were analyzed in three diploid cultivars
and two aototetraploid cultivars of rye by starch gel
electrophoresis. Twenty-one molecular forms were revealed
and their frequencies recorded in each case. The Shannon
Weaver Index was used to quantify variability and its dis-
tribution within and among caltivars; only 16% of total
variation was due to differences among them. The com-
parison of similarity matrix values also indicated little dif-
ference between cultivars, In spite of the preat variatien
observed overall, the coltivar uniformity might be due to a
common origin. Two groups can be identified in the
phenogram: one made by the two tetraploids plus ‘Cholqué’
and the other made by ‘Invernador® and ‘Insave.' Thesedata
are of interest in discovering similaritiesamong cultivars and
are valuablein plant brecding as they reveal penetie relation-
ships existing among base populations.

INTRODUCCION

0s patrones de variacidn, producto de la
descripcién de a estructura genética de los cul-
 tivares, pueden scr dtiles en esquemas de
mejoramiento genélico y on csiralegias para conservar
el germoplasma,

El andlisis de las frecuencias isoenzimdticas da un
indice de la variabilidad genélica de las poblaciones,
que permite seleccionar ¢l nivel de variabilidad
necesaria, acorde con las técnicas por emplear (7).

Con la aplicacidn de Ia téenica de clectroforesis, tos
resultados dificren segiin ¢l sistema reproductivo de fa
aspecie.  En las autdpamas lineas endocriadas y
especies de reproduccidn asexual la maxima
variabilidad se halla entrc los grupos, razén por la cual
ésios pueden ser caracterizados e identificados. En cl
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COMPENDIO

Seanalizaron lasiscenzimasdeesterasas en tres cultivares
diploides y dos autotetrapioides de centeno por medio de
clectroferesis en pef de almidén. Se encontraron 21 formas
moleculares, cuyus frecuencias de aparicion se registraron en
todos fos cultivares. Para cuantificar la variabilidad y su
distribucitén dentro y entre los coltivares, se ntilizd el indice
de Shannon-Weaver, que permitié establecer que apenas un
10% dela variacion total se halla entre Tos cultivares; deignal
manera, al comparar los valores de la matriz de similitud, se
concluy6 gue existe gran semejanza entre cllos. A pesar dela
gran variacién total observada, la uniformidad eatre los
cultivares podria atribuirse posiblemente a un origen comin.
En el fenograma pueden identificarse dos grupos: uno for-
mado por [os autotetraploides nsociados a ‘Choiqué’ y el otro
formado por ‘Invernador’ e ‘Insave’. Los datos obtenidos
son de interés para determinar las semcjanzas de los cul.
tivares utilizados y, en general, son itiles en programas de
mejoramiento genético, pues ponen de manifiesto las
relaciones que existen entre poblaciones que han de usarse.,

case de especies alégamas, los intercruzamicntos
producen una importanie variabilidad que puede ser
compartida por los distintos grupos, o que dificulia su
diferenciacién. Asi, cn el centeno, que posce dos alelos
de autoincompatibilidad (5, 14), se esperaria encontrar
la mixima variabilidad dentro de los cultivares
analizados.

Una medida de Ia variabilidad de las poblaciones es
el fndice de Shannon, utilizado originariamente para
caracterizar ka diversidad en comunidades ccoldgicas.
Este indice fuc empleado para estimar la variabilidad
en poblaciones humanas (6) y en especies vegetales,
como trigo (4), maiz (12} y centeno {1).

Los objetivos de este trabajo son determinar la can-
tidad y distribucidn de la variacién isoenzimdtica en
cinco cullivares de centeno, y establecer fas relaciones
de scmejanza entre cllos.

MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron cinco cultivares de cenleno:  tres
diploides (‘Choiqué’, ‘Invernador’ ¢ ‘Insave’) y dos
autotclraploides (" Tetrapico’ y “Tetrachoiqué”).

Se analizaron 60 plantas de cada cultivar, Parte de
la hoja-bandera {uc triturada en un mortero con 0.2 mi
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de buffer de gel, obteniéndose un extracto que fue
absorbido en papel Whatman no. 3 (6 mm x 6 mm) que,
luego, se insertd en ¢l gel Este se prepard con almiddn
al 13% en buffer triscitrico pH 7.6 {14 mM tris - 4 mM
deido citrico), siendo ¢l buffer de los electrodos 0.3 M
borato de sodio pH 8.5, Cada corrida electroforética
s¢ realizd con un gradiente de 7 Viem vy tardd
aproximadamente 3 h hasta que ¢l frente borato recorric
8 cm desde el origen o linea de insercidn de las
muestras, Encada gel se analizaron 17 muestras, de las
cuales una o dos eran testigos cuyos zimogramas, ya
conacidos, servirian como guias para una mejor
ubicacién de las bandas de las nuevas muestras.

La actividad se detecld cortando horizontalmente cl
gel y sumergiendo la capa inferior durante cuatro horas
a 37°C, en una solucién con 100 m! de buifer 0.2 M
fosfato pH 6.8, 2 m!l de una solucién al 1% en acetona
dealfa y betanaftilacetato como sustrato y 5 mg de Fast
Gamet salt GBC como colorante. Se registraron las
bandas y se calcularon, posteriormente, las frecuencias
de aparicion para cada cultivar,

Para determinar 1a variabilidad en los distintos cul-
tivares se uso el indice de Shannon-Weaver:

n
H= 21 P; In P;
1=

donde P; es la frecuencia de cada banda y n ¢s cl
nimero de bandas

Se calcularon Ho variabilidad de cada cultivar y Ho
variabilidad promedio de los cultivares; ademds, al
utilizar P; se obtuvo Hs ~variabilidad total del conjunto
de los cultivares,

Para realizar la comparacidn cnire los cultivares s¢
utitizé el coeficiente de corrolacién de Pearson (£), con

el gue se confecciond una matriz de similitud. Con esta
matriz se construyd un fenograma por medio del
méiodo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method)
(2).

RESULTADOS

Se hallaron 21 formas moleculares anddicas, 1as que
[ueron numeradas correlativamente de acuerdo con la
velocidad de migracidn desde el origen hacia el dnodo
{(Fig. 1). La unica caracteristica considerada fue la
presencia de cada una de estas bandas, cuya frecuencia
de aparicion se halla en el Cuadro 1. No sc tomaron en
cuenta los diferenics colores producidos por los
sustratos utilizados ni las diferencias cn la intensidad
del color.

Fig. 1. Fendtiposisoenzimdticos de esterasas def cultivar Inver-

nador.
Cuadro 1. Frecuencias de las isoenzimas de esterasas en cinco cultivares de centeno,
handa n°

Cultivar 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 i0 i1
Tetrachoique HY 08 08 03 05 60 15 08 32 22 8
Fetrapico 34 03 08 3l 13 42 13 0 18 18 03
Choique 30 10 20 13 0 47 27 40 07 40 a7
Inyernadar 35 12 03 03 A8 35 .03 06 i3 4t 06
Insave a5 i9 13 0 13 G8 16 10 0 52 Q3
P; 29 13 i0 08 14 50 13 13 18 34 07
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(Cont. Cuadro 1.)

banda n®

Cudtivar 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Tetrachoique 33 35 19 50 18 08 05 14 0 03
Tetrapico 13 34 03 42 29 03 0 29 i3 08
Choique 73 20 .07 27 40 0 07 30 i3 0

Invernador 09 59 03 0 52 0 06 23 03 03
Insave 18 38 0 29 41 03 06 45 L) 08
P; 31 41 05 30 36 03 05 27 a7 04

Se hallé un gran mimero de zimogramas diferentes,
pero ninguno fue caracteristico de algin cultivar en
particular. Los cultivares tetraploides Tetrapico y
Tetrachoiqué presentaron el mayor mimero de isoen-
zimas diferentes: 19 y 20, respectivamente.

St bien las diferencias entre los cinco culiivares
estudiados resultaron no significativas con la prueba de
t, ‘Choiqué’ presentd la mayor variabilidad (Ho =
0.427), mientras que ‘Invernador” fue el menos variable
(Ho = 0.350) (Cuadro 2). La variabilidad total se
dividié entre (H; - Ho / H) y deniro de los cultivares
{Ho / Hs), sicndo 1a primera de un 10% y la segunda de
un 90% (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estimaciones del indice de Shannon-Weaver para
cada cultivar (H,), promedio de todos fos cultiva.
res (H,) y del conjunto de cultivares (Hg).

Cultivar H, E. E( n

Tetrachoique 380 * 067

Tetrapico 377 £ 062

Choique 427 + 052

Invernador 350 £ G56

Invase 388 £ 052
H, = 384 Ho/Hy = 90054,

il

4265 H ~Hg/H, = 09953,

(1) Error estindar de H
{2} Varizbilidad dentro de cada cuitivar
{3} Variabilidad entre los cultivares

La matriz de similitud {Cuadro 3) indica que la
mayor semejanza se halla entre los cultivares
tetraploides (‘Tetrachoiqué’ y ‘Tetrapico’) (r = 0.66);
las mayores diferencias se hallan entre ‘Invernador’ y
‘Tetrachoiqué’ e ‘Invernador’ y ‘Chaiqué’ {r = 0.48).

El {enograma con un ccc del 98% agrupa los cul-
tivares por su similitud (Fig. 2). En éi pueden iden-
lificarse dos grupos: uno formado por los tetraploides,
a los que se asocia ‘Choiqué’, y cl otro formado por
‘Invernador’ ¢ ‘Insave’.

DISCUSION

Los resultados provistos por las técnicas de
electroforesis en plantas y animales se han utilizado,
frecuentemente, para describir la cantidad y patrones
de variabilidad genética de las poblaciones y ¢l grado
de divergencia entre ellas y entre las especies (3).

INSAVE

INVERNADOR

CHOIQUE

TETRAPICO

TETRACHOIQUE

cCcC = 8%

Fig. 2. Fenograma de similitud construido por la técnica del
ligamicento promedio (UPGMA), (2).
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Cuadro 3. Matriz de similitud entre cinco cultivares de cen-
teno calculado con el coeficiente momento-pro-
ducto de Pearson.

I Tetrachoigue 0

I Tetrapico 66 b

111 Choigue 56 49 0

IV Invernador 48 49 48 0

VvV Insave 51 53 50 52 4

Las esterasas que han scrvido como dtiles mar-
cadores dentro de las especies, son un grupo
heterogéneo de enzimas de baja especificidad de
sustrato (11). En las especies vegetales se presentan en
un alio ndmero y en diferentes tejidos. Las enzimas
hibridas generalmente no se observan, a excepeién de
dos en maiz y una en Pinus ponderosa; este hecho
sugiere que las enzimas son por lo comin mondmeros

(3).

En centeno se ha observado un complejo patrén de
bandeo en extractos de hojas. Mediante técnicas de
isoelectroenfoque se pudo determinar que intervienen
en su regelacidn genética diez loci hasia con cinco
alelos codominantes por locies v que todas 1as esterasas
detectadas son monémeros (13, 15). Dado que en ¢l
presente trabajo se usd electroforesis en gel de almidon,
no se pudieron transponer los datos referidos al contral
genético, pero, considerando la estructura cuaternaria,
se infiere que cada banda es producto de la accién de
un alelo diferente. Esta contribucién mejora Ia con-
fiabilidad de los cdlculos, ya que no existen bandas
hibridas, producto de la interaccidn intra- o intergénica,

Debido a que el cardcter medido (isoesterasas) se
halla regido genéticamente, los resultados obtenidos
son un reflejo de la variabilidad genética de los grupos
sometidos a estudio.

Se encontraron tres zonas de migracion anddica (An
[, Anil'y An I} (Fig. 1) y una importante variabilidad
intrapoblacional, hecho que coincide con los resultados
de Puchalski y Molski (8). Mediantc la particion del
indice de Shannon se pudo probar que ¢l 90% de la
variacion total proviene de larelacién Ho/Hs, que indica
que se da dentro de los cultivares y que s6lo un 19% es
amribuible a diferencias entre ellos. Estos resultados,
que contribuyen a la descripcion de la estructura

genética de la poblacién, evidencian una gran unifor-
midad entre los cultivares. La similitud entre los cul-
tivares de centeno de origenes distintos se ha confir-
mado mediante ¢l uso de otros sistemas isoenzimaticos
(10).

Al comparar entre si los cocficientes de diversidad
{H) de cada cultivar mediante la prueba de L, se confir-
ma que la amplia variabilidad observada es compartida
entre ellos, lo que justifica la dificultad de sn
identificacion o caracterizacion (9).

De igual modo, los valores de la matriz de similitud,
que apenas oscilan entre 0.48 y 0.66, indican una gran
semejanza entre los cullivares y que las relaciones
existentes entre cstos grupos, obtenidos con base en las
isoenzimas {caracieres que presentan una muestra al
azar de genomio), podrian usarse como un criterio mds
para decidir las poblaciones que se han de escoger para
ciertos programas de mejoramiento.
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