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Resumen

|._

El arroz es uno de los cultivos mas importantes tanto a nivel econémico como
en la alimentacion basica en Ecuador. Pasa por diversos estandares de calidad,
donde se evaltan diversas caracteristicas, siendo el contenido de amilosaun factor
crucial. En esta investigacion se propuso validar la eficiencia del marcador molecular
waxy en la evaluacionde la calidad culinaria en cultivares promisorios de arroz del
INIAP para seleccion de cultivares con el contenido de amilosa adecuado para el
consumidor final. Se examinaron todos los procesos alos cuales es sometido el grano
de arroz, utilizando10 variedades: mediante la aplicacién del molino experimental de
INIAP para el proceso de calidad molinera; para la calidad culinaria se utilizaron
instrumentos especializados por espectrofotometria, para ver el contenido de
amilosa y la coccion de las variedades, y para finalizar se realizdé el andlisis
molecular para comparar y evaluar el gen waxy asociado con el contenido de
amilosa. Se encontr6 que las diferentes muestras evaluadas presentaban
diferencias en varias de las variables analizadas, asi como en el diagnéstico
molecular de los amplicones, agrupandolas segun la distancia genética entre ellas.
En esta investigacion se sientan las bases para futuros desarrollos que puedan
mejorar y simplificar la evaluacién dela calidad del arroz, beneficiando tanto a

productores como a consumidores.

Palabras clave: Microsatélites, contenido de amilosa, marcadores moleculares,

calidad molinera, GBSS.
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Abstract

|._

Rice is one of the most important crops both economically and as a staple
food in Ecuador. It goes through various quality standards, where various
characteristics are evaluated, with amylose content being a crucial factor. In this
research, it was proposed to validate the efficiency of the waxy molecular marker in
the evaluation of culinary quality in promising INIAP rice cultivars for the selection of
cultivars with the appropriate amylose content for the final consumer. All the
processes to which the rice grain is subjected were examined, using 10 varieties:
through the application of the INIAP experimental mill for the milling quality process;
For culinary quality, specialized spectrophotometric instruments were used to see
the amylose content and cooking of the varieties, and finally, molecular analysis was
performed to compare and evaluate the waxy gene associated with amylose content.
It was found that the different samples evaluated presented differences in several of
the variables analyzed, as well as in the molecular diagnosis of the amplicons,
grouping them according to the genetic distance between them. This research lays
the foundation for future developments that can improve and simplify the evaluation

of rice quality, benefiting both producers and consumers.

Key words: microsatellites, amylose content, molecular markers, milling quality,
GBSS.
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Introduccion

El arroz es un cultivo de suma importancia tanto en el ambito alimenticio
como econdmico para el Ecuador, con mas de 17 millones de habitantes
(FAOSTAT, 2021)

Para determinar la calidad en el cultivo de arroz, se toman en cuenta tres
procesos diferentes, los cuales son: industrial (rendimiento del grano entero,
capacidad de secado), molinero (indice de pilado, longitud) y culinario (apariencia
del grano, tiempo de coccion, consistencia después de coccion, temperatura de
gelatinizacion); para éste ultimo, un pardmetro muy importante es el porcentaje de
amilosa que facilita la clasificacion de variedades en grupos, otorgandoles

diferentes caracteristicas en el proceso de calidad (Sultana et al., 2022).

El marcador molecular waxy sirve para determinar el porcentaje de amilosa;
este valor es determinante para la calidad culinaria en los cultivares, y es
relacionado con la proporcion de amilopectina en el almidon (Zhang et al., 2022).
Dandole las caracteristicas de aglutinamiento al arroz, formando cinco grupos desde
muy bajo hasta muy alto dandole asi ciertas caracteristicas sensoriales a los
materiales, como son tiempo de coccion, temperatura de gelatinizacion, textura
luego de enfriarse y disgregacion de grano; siendo estas propiedades mas
apetecibles dependiendo de la zona en la cual es consumido o para el uso en
diferentes procesos industriales como en el caso del envejecimientodel arroz (Arnao
et al., 2012).

Con la finalidad de medir la calidad y caracteristicas de distintas variedades
de arroz se realizan procesos, entre ellos los de fitomejoramiento, durante el cual
estimar la calidad acompafia a la evaluacion de otras cualidades agronomicas,
tomando varios afios el desarrollo de un material genético que garantice la

seguridad alimentaria del consumidor.
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1.1 Planteamiento del Problema

Las metodologias convencionales para la medicion del porcentaje de amilosa
llegan a ser muy costosas, lentas y delicadas, requiriendo un buen analisis quimico,
y no permiten el procesamiento de una gran cantidad de muestras con un correcto

analisis de datos.

Actualmente se usan varios métodos como son a) método
espectrofotométrico, el cual consiste en la determinacién de la amilosa del arroz en
donde se aplica yodo dandole una coloracién azul y con un espectrofotometro se
determina la longitud de onda de las muestras, obteniendo este porcentaje por
correlacion; la desventaja es que la presencia de amilopectina, la cual esta en el
almidén, hace que la determinacion de este porcentaje sea poco preciso; b)
calorimetria de barrido diferencial, basada en la temperatura de gelatinizacion,
donde las cadenas poliméricas cambian su comportamiento, debido a que la
temperatura suele variar para cada una de las variedades y las celdas de medicion,
las cuales deben ser calibradas. Este método puede tomar mucho tiempo para su
estudio y ejecucion (Carolina et al., 2012). Por ultimo, c) la espectroscopia por
infrarrojo cercano (NIRS), en la que se usan una gran cantidad de muestras, las
cuales pasan por una longitud adecuada en mm para leer el contenido de amilosa
y a un cierto grado de reflectancia, mas si no se realiza la correcta calibracion del
equipo, los valores que se obtienen son imprecisos y poco confiables (Loaiza y
Larrahondo, 2017).

En este sentido emplear un marcador molecular para asistir al proceso de
mejoramiento durante la seleccion de los cultivares es importante, por su eficiencia,
la confiabilidad, disminucion de costos, y que puede desarrollarse en etapas
tempranas del cultivo, determinando los valores de amilosa de cada una de las
muestras evaluadas sin usar una gran cantidad de material y realizando los
procesos de manera mas confiable, precisa y rapida (Bao et al., 2006; Cheng et al.,
2012).
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1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General

Validar la eficiencia del marcador molecular waxy en la evaluacién de la
calidad culinaria en cultivares promisorios de arroz del INIAP para seleccion de

cultivares con el contenido de amilosa adecuado para el consumidor final.
1.2.2 Objetivos especificos

v Caracterizar las variedades de arroz del INIAP por medio de pruebas
de calidad rutinarias en Ecuador.

v Evaluar la calidad culinaria (% de amilosa) de cultivares de arroz
utilizando el marcador molecular waxy.

v Comparar los resultados obtenidos por ambas metodologias para
conocer la eficiencia del marcador waxy en el mejoramiento asistido por

marcadores.
1.3 Justificacion

El contenido de amilosa tiene un valor significativo en el mercado dando
caracteristicas de calidad culinaria como lo es temperatura de gelatinizacion, la
suavidad del grano y su aglutinamiento que pueden determinar la venta de la
variedad a un mercado especifico. Ademas, las metodologias actuales utilizadas
para la determinacién de este valor son engorrosas y los resultados obtenidos son
pOCO precisos, costosos y requieren de gran cantidad de material, es por esto que
es importante investigar nuevas metodologias que mejoren el desarrollo de este

proceso.

La aplicacion de marcadores moleculares para determinar el contenido de
amilosa en el arroz en una etapa temprana del cultivo permitira el descarte del
germoplasma que no sera aceptado en el pais, facilitando la venta de semillas

mejoradas para los pequefios, medianos y grandes productores beneficiandose

3
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también los intermediarios, aminorando la cantidad de pérdidas percibidas durante

los procesos industriales.

Con el desarrollo y estudio de esta metodologia en variedades de arroz del
Ecuador se podran tener los valores de su contenido para utilizarlo como
indicadores testigos para futuros analisis y permitiendo la seleccion de variedades
y la facilidad de aplicacibn de esta metodologia teniendo en cuenta las
caracteristicas demandadas por el mercado y cumplan con los requisitos para
satisfacer la dieta de las personas.
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Capitulo 1
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Marco tedrico

2.1 El arroz en el mundo

El arroz es uno de los productos de mayor importancia en el mundo siendo
el alimento basico de mas de 2,5 billones de personas, con una produccion de 492,2
millones de ton (Marco et al., 2014). Ha incrementado hasta abarcar 165 millones
de ha, correspondiendo al 10 % del area total disponible (Jima y Moran, 2017,
Muthayya et al., 2014).

En 2021 se cosecharon aproximadamente 787 millones de toneladas (ton) de
arroz paddy, siendo producido por paises en vias de desarrollo o poco desarrollados

con Asia como el principal productor de este rubro (FAOSTAT, 2021).

2.2 El arroz en Latinoamérica

Latinoamérica ocupa un lugar importante en la produccion de este cultivo con
17 millones de ton. Su principal productor es Brasil con méas de 9 millones de ton y
con una superficie de 4.446.000 ha. Sin embargo, el promedio de produccion es de
2,1 ton. Ha por el sistema de secano manual que utilizan (Augusto y Molina, 1994;
Pérez Almeida y Montoya, 2009).

Ecuador produce 1,5 millones de ton de arroz y cuenta con un area
cosechada de 340.281 ha; el principal objetivo de este producto es el consumo local
(FAOSTAT, 2021). Se destaca que este cultivo, de menor importancia econémica
que otros productos, aporta un 20 % de las calorias consumidas (Anandan y
Siddharth, 2022; Augusto y Molina, 1994).

2.3 El arroz en Ecuador

El arroz es uno de los principales alimentos en la dieta ecuatoriana, con un
consumo promedio de entre 43 y 45 kg por persona, llegando hasta los 50 kg en el
afio 2020 (Sanchez et al., 2019).
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A pesar de que Ecuador no realiza actividades de comercio exterior
representativas con este cultivo, si presenta exportaciones a Colombia, Italia,

Estados Unidos y Espafia (Sanchez et al., 2019).

La produccion de arroz con cascara en el 2019 fue de 1.1 millones de ton,
reflejando una reduccion del 18,5 % comparado al 2018. La provincia del Guayas

fue la principal productora de este cultivo (Medina, 2022).

Los programas de investigacion y mejoramiento son los que se encargan del
desarrollo y seleccién de variedades, realizando las evaluaciones de manera
tradicional, enfocandose principalmente en el rendimiento y caracteres
morfologicos, pero el mercado cambia constantemente generando cambios en las
nuevas demandas de tanto el sector industrial como el consumidor final, por lo cual
el mejorador también debe de tomar estas variables y asi cumplir los objetivos de

seleccion (Pérez Almeida y Angulo, 2020).

Gran parte de los nutrientes se pierden a consecuencia de los procesos de
molienda que pasa el grano de arroz, sin embargo, el arroz integral ha disminuido
su compra debido al deseo del consumidor de buscar una apariencia, color, sabor,
entre otras caracteristicas organolépticas en especifico, prefiriendo el grano blanco
y pulido. Se resalta que este producto es la forma mas econémica y usual de
consumir proteinas y carbohidratos en paises menos desarrollados (Kumar et al.,
2018; Martinez et al., 1989).

2.4 El grano de arroz

En la Figura 1 se pueden observar todas las partes del grano de arroz. La
cascara del grano de arroz esta compuesta por dos hojas modificadas, la lemay la
palea. Esta exteriormente posee tricomas y vellosidades, mientras que algunas
variedades poseen las aristas adheridas en la parte superior de la lema. La cascara
representa aproximadamente el 20 % del peso del grano y su funcién es proteger a

la cariopside del ataque de insectos y hongos (Martinez et al., 1989).
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La caridpside esta conformada por varias capas que son el pericarpio, el
tegumento y el nucelo que cumplen con la funcion de la envoltura de la cariépside,

dandole cierto color a la caridpside (Moldenhauer y Gibbons, 2003).
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Figura 1. Estructura del grano de arroz (Martinez et al., 1989).
La capa siguiente es la capa de aleurona compuesta por células de
parénquimay es rica en proteinas y lipidos, cerrando completamente el endospermo

y la parte externa del embrion (Martinez et al., 1989).
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El endospermo estd dividido en la capa subaleurona que esta
inmediatamente después de la capa de aleurona y la region central que consiste en
el resto del endospermo, estd compuesta de células parenquimaticas con paredes
delgadas con cuerpos proteicos, la presencia de la panza blanca o centro blanco
esta asociada en el endospermo por la aparicién de areas opacas (Moldenhauer y
Gibbons, 2003).

El embrién es pequefio y esta localizado en la zona inferior de la base del
grano y contiene dos hojas embrionarias y la raiz embrionaria que se ven unidas

por el hipocotilo (Moldenhauer y Gibbons, 2003).
2.5 Composicion y contenido nutricional

El almidon estd en el endospermo de todos los granos y al hidrolizarse

proporciona al hombre 4 calorias gr! energéticamente (Landires y Marquez, 2013).

El almidon esta constituido principalmente de amilosa y amilopectina (Figura
2). La amilosa compone el 15 al 25 % del almidén y la amilopectina ocupa el resto
de este porcentaje, en caso de presentar Unicamente amilopectina es considerado

grano ceroso (Carolina et al., 2012).



Universidad

EcotecC

CH,OH CH,OH CH,0H
0. H H O H O_H
(a)
CHOH CH,OH

H O_H H O H
H H
OH H OH H
0 0
H OH H OH

CH,OH CH;0H CH,OH
O. H 0. H H O H

OH OH H OH H
O
H OH

Figura 2. Estructura de la amilosa (a) y de la amilopectina (b) (Amaya, 2019).
2.6 Componentes de la calidad del arroz

La calidad del arroz se refiere al conjunto de caracteristicas que determinan
el valor y la utilidad del grano de arroz para satisfacer las preferencias y necesidades
de los diferentes actores involucrados en su produccién, procesamiento y consumo.
Esta calidad es el resultado de una interaccién compleja entre varios factores que
abarcan propiedades fisico-quimicas del grano, practicas de cultivo, cosecha,
manejo posterior y expectativas de los consumidores (Lu et al., 2023; Martinezet
al., 1989).

La calidad del grano va a variar siempre entre las preferencias locales y las
gue son exigidas del mercado internacional. Las preferencias del grano pueden ser
muy diferentes entre paises, siendo la calidad demandada en un pais
completamente inaceptable en otro. También el significado de este término varia
segun el sector de la industria arrocera que se encuentre, teniendo diferentes

connotaciones (Augusto y Molina, 1994; Le6n y Carreres, 2002).

10



F&® Universidad

EcotecC

2.6.1 Clasificacion del Grano

La apariencia del grano también es importante en los procesos de calidad
definiéendose como todas las caracteristicas externas que tiene el grano y depende
del color, forma, tamafo, peso, longitud y presencia de centro blanco (Cordero y
Saavedra, 2011).

2.6.1.1 Tamaifio del Grano

Las propiedades varietales que tienen un impacto en multiples etapas del
procesamiento, manipulacion, comercializacion y categorizacion del arroz son su
configuracion y dimensiones. Las dimensiones longitudinales (L) y la proporcién
entre longitud y anchura (L/A) del grano cocido, se utilizan como fundamentos para
categorizar los tipos de arroz en el mercado. Segun la normativa de la Unién
Europea, se reconocen tres categorias de granos: largos, medianos y redondos
(Ledn y Carreres, 2002).

2.6.1.2 Centro blanco

Los centros blancos representan una caracteristica singular localizada en el
interior de la semilla. Estas particularidades se originan debido a un factor genético
especifico de la planta, y forman parte de los elementos que influyen en la textura
de los granos de arroz. Para calcular de manera representativa el grado de centros
blancos, se coloca una muestra de 3 a 5 granos sobre una superficie oscura, estos
granos son evaluados en funcion de escalas y posteriormente se calcula un valor

promedio basado en la evaluacién de los granos (Rendén, 2022).

Es por esto que se han ido generando diferentes criterios para la evaluacion
de calidad que determinan, segun las caracteristicas y los comportamientos de las
variedades, la importancia que tendran en el mercado. Entre estos procesos de
calidad se pueden destacar los procesos de calidad molinera, la apariencia que
posee el grano, sus propiedades de coccion y la calidad culinaria después de

cocinar el grano (Ledn y Carreres, 2002).
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2.6.2 Calidad Molinera

La calidad molinera consiste en la proporcion que se obtiene de grano entero
o tres cuartos de su tamafio después de pasar por el proceso de descascarado y
pulido, siendo esta calidad la de mayor importancia para los agricultores (Martinez
et al., 1989).

Los factores que suelen determinar las caracteristicas que posee el grano a
la hora de ser sometidos al proceso son principalmente ambientales y del manejo
del cultivo, tales como su cosecha, el trillado, secamiento, almacenamiento, el
equipo que va a ser utilizado para la molienda y las condiciones del procesamiento,
grado de molienda y proporcion de granos enteros, siendo cada una de estas
variables de importancia para dicho proceso (Rendén, 2022).

Por lo tanto, la evaluacion de las condiciones de calidad molinera solo es
valida si se conoce todo el proceso del cultivo antes de la elaboracion, asi como la
comparacion entre diferentes variedades puede ser evaluada Unicamente si las

condiciones a las que es sometida son homogéneas (Ledn y Carreres, 2002).

2.6.3 Calidad Culinaria

Dentro de la calidad culinaria, las caracteristicas fisico-quimicas son las que
condicionan el proceso de coccién del grano de arroz; sin embargo, lo mas
importante es la textura después de cocido, la temperatura de gelatinizacién y el
tiempo de coccidn las cuales estan determinadas por el contenido de amilosa en el
arroz (Avila et al., 2014).

La textura se determina por medio de la adhesividad y la firmeza, estos son
los principales indicadores empleados para analizar la textura del grano cocido de
manera directa. Utilizando los parametros ya mencionados se describen dos
caracteristicas esenciales del arroz cocido que influyen significativamente en la
apreciacion sensorial por parte de los consumidores espafioles: la capacidad del
grano para adherirse entre si (mayor adhesividad indica una mayor tendencia) y su

nivel de resistencia a la coccién excesiva (mayor firmeza sugiere una menor
12
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tendencia). Estos dos aspectos estdn estrechamente relacionados (a mayor
adhesividad, menor firmeza) y la clasificacion de las variedades. Segun estos
criterios es ampliamente aplicable en diversas cosechas (Avila et al., 2014;
Zambrano et al., 1980).

2.7 Contenido de amilosa

El almidon es el componente principal en el arroz pulido; formado por dos
componentes: la amilosa y la amilopectina (Figura 2). La relacién entre éstos
determina el valor de calidad culinaria del arroz molinado. El contenido del almidén
y amilosa estan definidos genéticamente y no por el ambiente (Martinez et al., 1989;

Sreenivasulu et al., 2022).

Segun su contenido de amilosa los granos son clasificadas en tipos cerosos
o waxy (0-2 %), amilosa muy baja (3-9 %), amilosa baja (10-19 %), amilosa
intermedia (20-24 %) y amilosa alta (>24 %) (Bergman et al., 2001).

El contenido bajo de amilosa, con un 8 a 22 %, un arroz glutinoso o ceroso,
es la base de alimentacion para las regiones asiaticas, el cual también es usado
para la preparacion de dulces, postres, pasteles y pastas precocidas. Estas
variedades son las japoOnicas y tienen como caracteristica la poca expansion y
absorcién, con una apariencia brillante, himeda y pegajosa luego de su coccion, y
sus granos se desintegran cuando son cocinados por demasiado tiempo (Augusto
y Molina, 1994, Fitzgerald, Bergman, et al., 2009).

Los tipos intermedios, estan en el rango de 23 a 28 % de contenido de
amilosa, poseen las mismas caracteristicas que las de alto contenido en amilosa,
las cuales poseen mayor al 29 % pero tienen la capacidad de tener una textura
suave al enfriarse y son los preferidos en el consumo de América Latina, de gran
aceptacion en el mercado mundial, siendo las variedades indicas las que tienen

amilosa intermedia o alta (Augusto y Molina, 1994; Kim et al., 2021).

Para esto se han desarrollado variedades que puedan satisfacer las

demandas del mercado nacional e internacional. La seleccion de estas variedades
13
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ocurre en la cuarta o quinta generacién por lo cual el tiempo que toma para su
obtencién y evaluacion, se utilizan una gran cantidad de insumos, descartando
genotipos que pudieron o no tener las caracteristicas genotipicas deseadas, pero el

ambiente tiene un fuerte impacto (Bret6 et al., 2012).

Por ello, se han desarrollado estrategias que ayudan directamente a la
seleccion y descarte de germoplasma observacional que no va a ser aceptado por
el mercado, perdiendo una gran cantidad de insumos para su desarrollo (Breto et al.,
2012).

Para la determinacion del contenido de amilosa en los programas de
mejoramiento se debe de esperar hasta terminar el proceso de calidad molinera y
realizar diferentes procedimientos para determinar cada aspecto con el uso de
diferentes reactivos o de diferentes equipos y metodologias como lo es por
espectrofotometria, colorimetria de barrido diferencial o por espectroscopia en el

infrarrojo cercano (Cruz et al., 2021; Kim et al., 2021; Loaiza y Larrahondo, 2017).

En el mejoramiento genético de arroz se ha usado el proceso colorimétrico el
cual es considerado rapido y reproducible, este tiene limitantes las cuales no
permitan la determinacién de caracteres heterocigotos, asi como una gran
variabilidad en los resultados en el laboratorio por los factores que estan asociados
a la cuantificacién, haciendo dificil la confiabilidad de los datos para la seleccion en

los programas de mejoramiento (Fitzgerald, McCouch, et al., 2009).

2.8 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN que detectan las
variaciones genotipicas de un gen en especifico, el cual es importante para la
agricultura, de manera que pueden ser utilizados para asistir los procesos de
fitomejoramiento y seleccibn de caracteristicas especificas de interés sin la

intervencion del ambiente (Pérez Almeida et al., 2019).
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En las Ultimas décadas aumentd el interés por los marcadores moleculares,
las aplicaciones y sus utilidades que tienen en el desarrollo y analisis del estudio

genético de especies animales y vegetales (Al-Samarai y Al-Kazaz, 2015).

Los marcadores moleculares que revelan diferencias genéticas pueden
observarse mediante diversas técnicas, y el desarrollo de la tecnologia en
extraccion, caracterizacion, amplificacion y secuenciacion de ADN, han hecho que

Sus usos sean casi ilimitados (Fujino et al., 2019).

Por esto ahora es posible controlar la estructura del almidén a través de la
modificacion de la proporcion amilosa-amilopectina. La estructura del almidénpuede
parecer conceptualmente simple, pero su biosintesis es compleja. Durante elperiodo
de llenado del grano, el almidon se acumula en el endospermo del arroz y es
principalmente producido por la accidon conjunta de cuatro enzimas: la piro-
fosforilasa de ADP-glucosa (AGPasa), las sintasas de almidon (SSs), las enzimas
ramificantes de almidon (SBEs) y las enzimas des-ramificantes (DBEs). La
modificacion postraduccional de estas enzimas a través de la fosforilacion, el
empalme alternativo y los cambios alostéricos desempefia un papel vital en la
modificacién del contenido de almidén y en la alteracion de la composicién amilosa-

amilopectina (Sreenivasulu et al., 2022).
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Figura 3. Via biosintética del almidén (Beckles y Thitisaksakil, 2010).

2.8.1 Gen Waxy

El uso de marcadores moleculares puede mejorar en gran medida los
procesos de desarrollo y seleccién de variedades mejoradas asociadas con el gen
waxy ofreciendo varias ventajas que los otros métodos no poseen. Entre las
principales ventajas se observa que la evaluacion no es afectada por el ambiente y
se puede hacer la seleccion de manera temprana, aun sin que se manifieste el
caracter, no importa la etapa fenoldgica del cultivo, haciendo que la seleccion de
esta caracteristica basandose en el ADN, no sea tan dependiente del azar, sino mas

econdmica, precisa y confiable (Ayres et al., 1997; Xia et al., 2022).
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Las diferencias entre las secuencias del gen waxy han sido ampliamente
investigadas y debido a ello se ha creado un método para la determinacion de estos
genotipos dominantes por el medio de marcadores microsatélites (SSRs) que
permiten una discriminacion mas precisa entre los individuos que han sido ya

emparentados (Bergman et al., 2001; Breto et al., 2012).

De alli que por medio de la aplicacién de estos marcadores para la seleccion
de cultivares con caracteristicas de dificil seleccién, con baja heredabilidad, y
cuantificacion que pueden llegar a tener un valor muy alto o que solo son
expresados en momentos tardios del desarrollo del cultivo o que los efectos de
heterocigosis hacen que los rasgos deseados, pero recesivos, sean enmascarados
por aquellos dominantes, no expresandose fenotipicamente y afectando los

resultados del mejoramiento (Wu et al., 2022).

2.8.2 Enzima GBSS

La enzima sintasa de almidon unido a granulos (granule-bound starch
synthase GBSS) es la encargada de sintetizar, codificada por el gen waxy en el
cromosoma 6 del arroz, el contenido de almidén (CA) estd mayormente afectada
por la variabilidad en las formas alélicas de un gen especifico, y su manifestacion
se ve influenciada por las diferencias en un solo nucleétido (G o T) que se
encuentran en la primera posicion del sitio de empalme del primer intrén (Landires
y Marquez, 2013).
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Metodologia del Proceso de Investigacion
Capitulo 2
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Metodologia del Proceso de Investigacion

3.1 Ubicacion

Esta tesis se desarrollé en dos etapas. Primero, la fase de determinacion de
calidad molinera e industrial, en las instalaciones del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) Estacion Experimental Litoral Sur "Dr.
Enrigue Ampuero Pareja” en el Programa de Arroz, ubicado en el km.26 via Duran
— Tambo, Cantén Yaguachi, Provincia del Guayas. La segunda fase en el
Laboratorio de Biologia Molecular en la Universidad Tecnol6gica ECOTEC, ubicado

en el Km 13.5, via Samborondoén, Guayas.

3.2 Materiales genéticos

Se evaluaron 10 materiales donados por el INIAP para los procesos de
calidad, consistiendo en 5 variedades comerciales indica (Arenillas, Cristalino, Elite,
Impacto y SFI-011), 4 variedades observacionales (GO-04209, GO-04304, GO-
04361 y GO-04429), 1 variedad japénica (Hangang-Chal) y para la parte molecular,
se utilizaron ademas 5 testigos de origen venezolano y colombiano (Cimarron,
Fonaiap 1, Fedearroz 50, Fedearroz 2000 y D-Sativa) donados por el INIA-

Venezuela y la Fundacién Danac.

Tabla 1. Materiales seleccionados para evaluar en los procesos de calidad.

No. CULTIVARES PROPIETARIO PEDIGRI
SELECCIONADOS
1 Go0-04209 INIAP FL15198-6P-6SR-1P-2P-MP
2 Go0-04304 INIAP FL15697-1P-3SR-2P-2SR-MP-
MP
3 Go-04361 INIAP FL17316-4P-2P-MP-4P-SR-MP-
48
Go0-04429 INIAP FL17409-8P-3SR-2P-2SR-MP-8
INIAP FL ARENILLAS INIAP FL09444-13P-6-1P-3P-M-EC
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6 INIAP FL 1480 INIAP FL11095-17P-3-2P-1P-M-EC
(CRISTALINO)
INIAP FL ELITE INIAP FL13848-3P-3SR-3P-3P-M-MP
HANGANG CHAL COREANA IR2061/KR51
IMPACTO INIAP IN559-3-1-5-M
10 SFL-011 AGRIPAC FLO5463-4P-13-1P-2P-M
T1 CIMARRON CHIANUNG SIPI 611330//IR
VENEZUELA 34/IR 1563-15-3-3
T2 FONAIAP 1 VENEZUELA P 1386-6-8M-1-3M-1//
CAMPONI/TAPURIPA
T3 FEDEARROZ 50 COLOMBIA P 1274-6-8M-1-3M-1/ORYZICA
LLANOS 4

T4 FEDEARROZ 2000 COLOMBIA P 3084-F4-56-2-2/P 3844-F3-19-
1-1B-1X//CT 8154-1-9-2
T5 D-SATIVA VENEZUELA P 3050-F4-52/0RYZICA 1//IR
21015-72-3-3-3-1

Los numeros del 1 al 10 corresponden a los materiales genéticos evaluados en este
estudio. Los cddigos denotados con T corresponden a los materiales utilizados
como testigos.

3.3 Caracterizacion fisico-quimico
3.3.1 Porcentaje de humedad de las muestras

Se midié la humedad inicial de 1 kg de cada material seleccionado para este
experimento con un medidor de humedad LDS 1H. Las muestras recolectadas se
encontraban con una humedad inicial de 13+2 %. Para uniformizar el porcentaje de
humedad fue necesario colocar las muestras a secar durante 24 h bajo luz natural
indirecta hasta alcanzar un porcentaje de humedad 6ptimo para el proceso de pilado

(11-12 %). Posteriormente se almacenaron en el cuarto cuarentenario.
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3.3.2 Determinacion del indice de pilado

Se pesaron 100 g en una balanza analitica (4 repeticiones) y se limpiaron y
homogeneizaron. Luego se realiz6 el procesamiento del arroz paddy para el
descascarado usando el molino experimental modelo ZACCARIA PAZ/1-DTA,
haciendo doble pase, para obtener arroz integral; de esta manera se determing, por
diferencia, el porcentaje de arroz integral y de cascara. Posteriormente se llevo a
cabo el pulido por 35 s y clasificado del grano por un periodo de 35 s (tiempo
establecido por el molino experimental) para adquirir el arroz pulido y polvillo; y el
arroz entero, tres cuartos (%), y partido, respectivamente, por medio del clasificado

de las muestras.

Granos
enteros

Porcentaje
de
humedad

Pulido Clasificado Anchy
G Largo

Figura 4. Diagrama de flujo del proceso del indice de pilado (elaboracion propia).
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3.3.3 Porcentaje de centro blanco

Sobre una base de color oscuro y en un lugar bien iluminado, se escogieron
aleatoriamente 100 granos, separando aquellos que presentaron panza blanca (no
totalmente transparentes) y se realiz6 una relacion porcentual del 100 % por los

granos no translucidos encontrados.

3.3.4 Medicion de ancho y largo del grano

Para ello se utilizé un calibrador o vernier digital tomando 10 granos al azar
por cada muestra, realizando la medicion en milimetros (mm). Luego se
desarrollaron las estimaciones de los promedios para 4 repeticiones. El proceso se
llevd a cabo con granos paddy y pulidos.

3.3.5 Determinacioén de la calidad culinaria

Para ello se procedié a cocinar cada muestra de acuerdo con el CIAT
(Martinez et al., 1989), utilizando una relacion (1:1) de 250 g de arroz pulido y 250
mL de agua. La coccion se realiz6 en una olla arrocera marca Zojirushi modelo NL-
BBO5C. De esta forma se estimo el tiempo de evaporacion del agua (hasta donde
llegaba el proceso) y el tiempo de coccién (después del cual el grano ya estaba apto
para el consumo), se usé un cronémetro para la medicion de los tiempos que

demoraba cada proceso.

3.3.6 Porcentaje de amilosa

Se empled el analizador infrarrojo de componentes AN-900, en el
laboratorio de calidad de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad

Tecnoldgica de Babahoyo (UTB).

Primero se calibré el equipo de la siguiente manera: se coloco un blanco
(cubeta vacia); luego el estandar (una muestra de valor conocido) y a continuacion
las muestras bajo estudio, haciendo tres repeticiones en la cual el equipo designaba

la media del contenido de amilosa de cada una de las muestras.
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3.4 Caracterizacion molecular
3.4.1 Obtencién de material vegetal

Se realiz6 la desinfeccion de la camara de flujo laminar usando rayos UV
durante 15 min para evitar contaminacion externa, luego se seleccionaron 15
semillas de cada genotipo a estudiar y se le aplicé hipoclorito de sodio al 10 %,
enjuagando luego con agua destilada 4 veces.

Se procedi6 a la imbibicion de las semillas en tubos eppendorf de 1.5 mL
por 4 dias y se realiz6 el crecimiento de las plantulas en el vivero de la Universidad
ECOTEC en el cual se continud a colocar sustrato para su crecimiento; pasando 15
dias se extrajo el tejido vegetal de las 15 para proceder al aislamiento de ADN,

seleccionando tejido sano y joven.

Se secaron las muestras por una semana en fundas de papel Kraft,
utilizando silica gel para la disminucién de humedad de las muestras, con el

propésito de obtener polvillo fino para el aislamiento de ADN.

3.4.1 Extraccién de ADN (EDB)

Se realiz6 siguiendo la metodologia indicada por Elias et al. (2004), basado en la
metodologia con buffer de extraccion CTAB de Dellaporta et al. (1983), publicado

en Borges et al. (2009), la cual llamaremos EDB.

1. Las hojas desecadas se trituraron hasta obtener un polvo fino en morteros
de porcelana (aproximadamente 50 mg) y se afiadieron 800 uL de Buffer
de extracciéon CTAB al 3 % [30 mM de EDTA, 0,1 M de Tris-HCI pH 8,0, 1,2
M de NaCl, 3 % de CTAB, mas 3 % de B-mercaptoetanol afiadido justo
antes de su uso]. El macerado se transfirid a un tubo de microcentrifuga de
1,5mL.

2. Luego, los tubos se incubaron en un agitador calentador Biosan TS-100 a
65°C durante 1 h, con agitacion 850 rpm para una homogeneizacion
adecuada.

3. Después, se agregaron 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se
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mezclaron suavemente durante 1 min y se centrifugaron a 15.000 rpm
durante 10 min.

4. Se transfirieron 500 pL del sobrenadante a un tubo fresco con un volumen
igual de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) mas 200 uL de CTAB al 3 %
(sin pB-mercaptoetanol). Esta solucion se mezcld6 suavemente y se
centrifugd nuevamente a 15.000 rpm durante 10 min, y se transfirié una
muestra de 500 pL del sobrenadante a un tubo fresco con 350 pL de

isopropanol frio a -20 °C y se mezcld suavemente por inversion.

5. La solucién se centrifugd a 15.000 rpm durante 10 min y el pellet resultante
se dej6 secar durante aproximadamente 12 h con los tubos invertidos sobre

papel de filtro a temperatura ambiente.

6. El pellet se resuspendié en una solucién de buffer TE, agregando 200 mL
de TE y 4 pL de ARNasa (10 mg mL™?). Los tubos se incubaron a 37 °C

durante 30 min y luego las muestras se almacenaron a -20 °C.

3.4.2 Cuantificacion y calidad del ADN

Se usoO el fluorobmetro Qubit 4, segun la metodologia descrita por el
fabricante; tomando 2 pL de ADN de cada una de las muestras a analizar.

Se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 1 % con buffer TBE 0.5X
para verificar su calidad e integridad del ADN.

3.4.3 Amplificacién del ADN

Las reacciones se realizaron en tubos de microcentrifuga de 0,5 mL. Cada
reaccion contenia 12,5 uL del buffer GoTaqg Green Master Mix 2X (Promega)
(400uM dATP, 400puM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP and 3mM MgCI2.), 0,5 pL
de los cebadores 10 mM sentido 484F (CTTTGTCTATCTCAACACAC), antisentido
485R (TTGCAGATGTTCTTCCTGAT- G) y W2R (TTTCCAGCCCAACACCTTAQ),
3 uL del ADN molde (60 ng/pL) y 9,5 uL de agua destilada estéril para completar el
volumen final de 25 pL.
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Se utilizé el termociclador Techne Prime y los perfiles de temperaturas que
se manejaron para el proceso fueron los siguientes: desnaturalizacion 94 °C por 5
min, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 45s, 52 °C por 30s, 72 °C por 1 min. Por
altimo, un ciclo de elongacién final de 72 °C por 5 min y 10°C de manera indefinida

para mantener las muestras en el equipo hasta retirarlas del mismo.

3.4.4 Corrida Electroforética

Se utiliz6 100 mL de TE y 2.5 g de agarosa Metaphor® para la obtencion de
un gel con concentracién al 2.5 %, luego se tifi6 con 4 uL de Diamond dye®
(Promega). El gel tiene una longitud de 11 cm, 9 cm de anchuray 1 cm de espesor
de modelo Owl™ EasyCast™ B1.

Se realizé comparacion con una escalera de 25 pb de Promega para estimar
el tamafo de bases de los amplicones de cada una de las variedades y se colocaron
4 uL de ADN del resultado de la PCR en cada uno de los pocillos.

El analisis y visualizacion de los geles se utilizé un transiluminador marca
Vilber para obtener las imagenes de los geles y observar bandas que estaban de
las muestras de ADN.

3.5 Analisis de datos

Se utilizé el software RStudio para el desarrollo de los andlisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de comparacion de medias de Tukey con una significancia
estadistica del 0.05 y el desarrollo de los graficos de diagrama de cajas y Rainclouds

con el software JASP.

Para el andlisis de los datos moleculares se empled el programa ImageJ
para la lectura de los geles y los tamafos de los amplicones obtenidos de la
electroforesis, mediante el estudio del tamafio de bandas. Los datos se registraron

en una matriz Excel.

25



4

Universidad

EcotecC

Resultados

Capitulo 3

26



F&® Universidad

EcotecC

Resultados

4.1 Resultados de calidad molinera

En el andlisis de varianza del proceso de calidad molinera hubo una
diferencia significativa (p value= 0.0001) en las variedades, encontrando una baja
semejanza entre sus medias. Por otro lado, en las réplicas no se encontré una

significancia estadistica.

Como se puede observar en la Tabla 2 para los cuadrados medios de cada
una de las variables evaluadas en el proceso de calidad molinera y culinaria del
arroz se obtiene un grado de significancia por cada una de ellas, siendo el tiempo
de coccion, porcentaje de esterilidad y el peso en descascarado los que tienen una
menor significancia en el proceso. El resto de pruebas tienen un efecto significativo
en las muestras, demostrando que no existe una semejanza entre los datos

obtenidos y que si se encontrd variabilidad entre estos.

Tabla 2. Significancia en los cuadrados medios y pruebas de comparaciéon de
medias de las pruebas cualitativas de la calidad del arroz (elaboracion propia).

Variables Cuadrados medios Error
Peso descascarado 1.45% 0.40
Peso pulido 4.83%** 0.47
Peso clasificado 208.69*** 1.56
Largo grano cascara 2.33%%* 0.08
Ancho grano cascara 0.20*** 0.0034
Largo grano pulido 1.29%** 0.022
Ancho grano pulido 0.14%** 0.0013
Porcentaje de esterilidad 3423*** 4
Evaporacion del agua 7.33* 2.86
Tiempo de coccion 4.56* 1.8
Disgregacion 22361*** 3591

Niveles de significancia: * =0.01, ** =0.001, *** = 0.0001
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4.1.1 Porcentaje de descascarado

En la Figura 5 la distribucién de los datos en un diagrama de cajas donde
se puede observar que la variedad SFL-011 tiene un gran rango entre sus datos,
mientras que la distribucion del resto de las muestras esta en diferentes grupos con
Su respectiva varianza, donde la variedad con una mayor media es Arenillas y la

mas baja es Hangang-Chal.
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IMPACTO — ..%L_A
HANGANG CHAL — AA
' L]
GO-04429 — A_A_
. L]
2 GO-04361 — A_A
=)
@
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> H ]
G0-04209 —
. ]
ELITE - &A
L] L]
CRISTALINO — -Ax—//—\~
H L]
H
ARENILLAS - L;—A
: .

1 | | |
76 7 78 79 80 81 82 83 84

Peso descascarado

Figura 5. Peso del grano descascarado (elaboracién propia).
4.1.2 Porcentaje de pulido
En la Figura 6 se observa que GO-04429, GO-04361 y Elite presentan una

baja distribucién de datos y variabilidad, mientras que SFL-011 presenta una alta

distribucion y variabilidad en sus datos.

Las variedades que presentan una media alta son GO-04209 e Impacto,

Arenillas con una media de 74.5 y la media mas baja Hangang-Chal con 71.
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Figura 6. Peso del grano pulido (elaboracion propia).

4.1.3 Porcentaje de clasificado

En cuanto al clasificado, se observa en la Figura 7 el diagrama de cajas, la
agrupacion de los datos y la varianza individual de cada una de las variedades, en
la cual se puede destacar que GO-04209 e Impacto tienen las medias mas altas de
71.25y 67.50 respectivamente, y SLF-011, GO-04361 y Cristalino las medias mas
bajas con 51.75, 51.25 y 50.
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Figura 7. Peso del grano clasificado (elaboracion propia).

4.1.4 Ancho y largo del grano

4.1.4.1 Anchoy largo del grano con céscara

En la Figura 8 se puede observar que la variedad que presenta mayor

anchura en sus granos al cosechar es Hangang-Chal estando muy alejado del resto

de los cultivares evaluados que tienen medias mucho menores en comparacion.
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Figura 8. Ancho de los granos con cascara (elaboracion propia).

Por otro lado, en la longitud de los granos las muestras con una mayor

media y una ligera varianza entre sus datos son Impacto, GO-04429 y GO-04361,

mientras que Hangang-Chal es la que menor longitud presenta como se puede

observar en la Figura 9.
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- .‘
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Largoe grano cascara

Figura 9. Largo de los granos con cascara (elaboracion propia).
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4.1.4.2 Ancho y largo del grano pulido.

En los granos pulidos se aprecia una similitud en los datos obtenidos con
los granos con cascara como se puede observar en la Figura 10, donde la variedad
Hangang-Chal presenta la mayor media, mientras que Impacto y GO-04429 son las

variedades con menor anchura de grano pulido.
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Figura 10. Ancho de los granos pulidOQHZZIigz::;ién propia).

En la Figura 11 se observa la agrupacion de los datos donde la variedad
gue posee una menor longitud es Hangang-Chal, y las que tienen mayor longitud
son Impacto, GO-04429, GO-04304 y GO-04361 formando una agrupacion muy

parecida al de la Figura 9 en donde se mencionan los granos con cascara.
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Figura 11. Largo de los granos pulido (elaboracion propia).

4.1.5 Porcentaje de esterilidad

En la Figura 12 se puede observar el porcentaje de esterilidad o centro
blanco que poseen las variedades. Hangang-Chal al ser un grano yesoso tiene el
mayor porcentaje de centro blanco con un 100 % de esterilidad contrastando con
las demas variedades como es el caso de Arenillas y SFL-011 que presentan un
alto porcentaje de esterilidad, pero muy por debajo que Hangang-Chal. El resto de

variedades muestran similitud entre sus medias agrupandolos entre si.

Se puede ver una amplia distribucién en los datos en las variedades
Impacto, SFL-011 y Arenillas a diferencia del resto de cultivares con una menor

distribucion.
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Figura 12. Porcentaje de esterilidad (elaboracién propia).

4.2 Resultados de calidad culinaria

4.2.1 Tiempo de evaporacién del agua

Los datos en la Figura 13 tienen una variabilidad y distribucion alta, pero los

que menor variabilidad presentan entre sus datos son Cristalino y Hangang-Chal.

Por otro lado, la variedad que menor tiempo toma evaporar y absorber el agua es
Impacto con una media de 28 min y Hangang-Chal es la que mayor tiempo

demora en evaporar el agua.
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Figura 13. Tiempo de evaporaciéon del agua (elaboracion propia).
4.2.2 Tiempo de coccion del grano

En el tiempo de coccion del grano de las diferentes variedades no hay una
significancia entre las diferentes variedades, pero se puede ver en la Figura 14 que
la distribucion de los datos es muy diferente, donde SLF-011, Impacto y Hangang-
Chal tienen una baja distribucion y alta varianza entre sus datos, contrario al resto

de variedades.
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Figura 14. Tiempo de coccion del grano (elaboracién propia).
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4.2.3 Disgregacion del grano

En la disgregacion del grano las variedades que tienen una caracteristica
mas glutinosa luego de haber sido cocinados son las variedades Hangang-Chal,
Cristalino y GO-04429, que tienen un mayor tiempo de disgregacion del grano. Por

otro lado, las demas variedades tienen un tiempo de disgregacion mucho menor.

En la Figura 15 se puede observar que solo Cristalino y Hangang-Chal
poseen una amplia distribucidn entre sus datos con una baja varianza, mientras que,

para el resto de las muestras, sus medias estdn concentradas en ciertos puntos de

la figura.
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IMPACTO — ———E—
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L . °
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Disgregacion

Figura 15. Tiempo de disgregacion del grano en segundos (elaboracién propia).

En la Tabla 3 se puede observar la agrupacion de las diferentes variedades
por analisis de Tukey, siendo las variables con mayor media en sus datos las que

se les coloca la letra A.
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Tabla 3. Valor medio de las variables obtenidas en un analisis de Tukey (elaboracion

propia).
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4.3 Resultados del proceso de caracterizacion molecular

Para el analisis del contenido de amilosa (CA) utilizando el instrumento Kett
AN-900 se puede observar que, en la Tabla 4, la variedad Impacto presenta el mayor
promedio de CA, mientras que la que menor porcentaje presenta es GO- 04304.

Tabla 4. Analisis del porcentaje de amilosa con el equipo Kett An-900 (elaboracién

propia).

Promedio
Variedades contenido de
amilosa (%)

GO0-04209 17.3
GO0-04304 16.4
GO0O-04361 20.5
G0-04429 20.1
ARENILLAS 19.5
CRISTALINO 20.0
ELITE 18.0
HANGANG
CHAL 20.6
IMPACTO 26.5
SFL-011 19.3

4.3.1 Proceso de caracterizacion molecular

En la Figura 16 se observa la corrida electroforética del gel donde solo se
evalud los 10 materiales seleccionados, se realizé con los marcadores sentido 484F
y antisentido 485 en el cual se puede apreciar que la presencia o ausencia de las
bandas en las diferentes muestras al igual que el tamafio que se tienen por sus
pares de base tomando la escalera 25 pb® (Promega) ubicada en el sexto carril, en
el carril 1, 2, 3, 6 y 10 no hay presencia de ADN.

Se puede observar que los materiales que presentan similitud en sus
bandas son 5-7 y 8-9, mientras que la banda 4 es la Unica que no esta al mismo

nivel que las demas.
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Figura 16. Electroforesis en cAmara horizontal realizada con el primer 484F y
485R, M = escalera 25 pb® (Promega) para la deteccion del gen Waxy en un gel
de agarosa Metaphor 2.5% Buffer TBE 0.5X, C = Control (elaboracion propia).
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En la Figura 17 se puede observar la agrupacion que tienen los datos de las
muestras evaluadas basadas en las distancia que se tienen entre los pares de base
de cada una de las variedades, midiendo asi la similitud que se tienen entre ellos y
agrupandolos entre si en diferentes grupos y subgrupos. De esta manera las

variedades que presentan una menor distancia entre sus datos son Cimarron y

Fedearroz 50.

2 3]

Figura 17. Dendrograma de las variedades evaluadas en el proceso de

caracterizacion molecular (elaboracién propia).

De esta manera las variedades que presentan una menor distancia entre sus
datos son Cimarrén y Fedearroz 50, y la variedad SFL-011 no presenta semejanza
con ninguna otra, estando separada del resto de grupos y sub-grupos que se

generan.
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Discusion

Se observo que en el peso de descascarado las variedades Hangang-Chal
e Impacto son las que presentan una mayor disminucion de su peso inicial, al
reducirse un 21.75 % y un 21.25 % respectivamente, y la variedad con una menor
pérdida de peso por cascara es Arenillas con un 19.75 % de su peso. En la cual
segun Renddn (2022) obtuvo porcentajes similares con el mayor peso perdido por
el proceso de descascarado con 19% siendo esta Cristalino y una linea promisoria

con 23% de pérdida de su peso inicial.

Por otro lado, el peso de pulido de los granos se puede comparar segun los
datos de Vélez (2018) en el cual el porcentaje de perdida que se obtuvo de las
muestras con Cimarrén fue de 68.35% y otra variedad evaluada con el menor
porcentaje con promedio de 62.25%. Donde se puede percatar que los porcentajes
de pulido entran en un rango del 21% al 30%, donde los datos obtenidos entran en

este rango siendo estos desde el 29% al 26% del peso inicial de las muestras.

Segun Renddn (2022) demostré mediante la evaluacién del proceso de
calidad molinera que ninguno alcanzé el rendimiento agricola estimado en ninguna
de las muestras evaluadas y la que mayor rendimiento fue la linea promisoria GO-
04848. Sin embargo, esta difiere con los datos obtenido, debido a que el estudio
realizado se obtiene la linea promisoria GO-04209 evaluada en el proceso de
integracion curricular nos da un alto rendimiento final con un peso medio de 71.25
g, entrando en el rendimiento agricola siguiendo Impacto con 67.50 y GO-04429
con 64.75 y Cristalino con un promedio de 50 g, este es uno de los valores mas
bajos obtenidos.

En cuanto a la a presencia de centro blanco en los granos se aprecia que
Hangang Chal es la variedad con mayor porcentaje, esta diferencia es debido a que
es una variedad yesosa con un 100 % de sus granos con centro blanco, mientras
gue solo se ve significancia entre las variedades Arenillas y SFL-011 que poseen

medias entre el 20 %; aunque el resto de variedades tienen un porcentaje de
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esterilidad menor o igual al 10 % y siendo Impacto la que menor tiene como los
datos que obtuvo Rendon (2022)

En la variable del porcentaje de esterilidad como se puede observar que al
ser una variedad japonica Hangang-Chal presenta un grano completamente yesoso
con una media del 100 % las variedades que es mas vistosa es GO-04209 con una
media de 5.25 % teniendo mayor cantidad de granos translucidos que son mas

aceptados en el mercado.

En los procesos de calidad culinaria la variable de la evaporacion del agua
(medida en minutos) solo se distingue una diferencia significativa entre las
variedades Cristalino e Impacto, con un tiempo medio de evaporacion de agua
mucho menor al resto de variedades. Por otro lado, hay una baja diferencia
significativa entre los cultivares en el tiempo de coccién y el tiempo de disgregacion
entre ellos, siendo estas variables las que menos afectan. Esto difiiendo con los

datos de Rendon (2022) que si tuvo valores de significancia en este proceso.

La variedad Hangang-Chal es la que mayor tiempo de evaporacion,
mientras que el que menor tiempo fue Impacto, con 28 min, aunque para Rendén

(2022) la que menor tiempo obtuvo era GO-04209 con 4 min.

En el tiempo de coccidn la variedad que menos tardé fue GO-04209 con 11
min segun Renddn (2022), a pesar de que esto es opuesto con los datos obtenidos,
ya que ésta es una de las que mas demora en cocinarse; mientras, Impacto es la

gue menor tiempo en coccién toma con 13 min.

En el tiempo de disgregacion, las variedades que tomaron mas de 60 min
en disgregarse fueron GO-04429, Hangang-Chal y Cristalino, mientras que las

demas medias de las demas variedades se encuentran en un rango menor a 1 min.

En el proceso de analisis molecular de las muestras se obtuvieron tamafios
de 96 a 125 pares de base en donde Arnao (2012) indica que los alelos obtenidos
en las muestras entre estos pares de base son variedades de contenido de amilosa

bajo e intermedio. Entonces como se puede ver en el dendrograma, y con el andlisis
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del AN- 900, la variedad SFL-011 es la Unica que no presenta similitud y no se
agrupa de ninguna manera con el resto de muestras evaluadas, mientras que
Cimarrén y Fedearroz 50 que son dos testigos evaluados son los que presentan una
mayor similitud entre su porcentaje de amilosa y le siguen las muestras Arenillas y
Hangang-Chal, a pesar de que esta es una variedad japOnica y su porcentaje de
amilosa es bajo, puede ser que por la época del afio en la cual fue cosechada afecta

a este porcentaje.
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Conclusiones

Se determind que el proceso de indice de pilado es una de las variables mas
importantes en el proceso de calidad molinera, donde la variedad GO-04209 la que
reduce solo el 29 % del peso inicial entrando en el rango del potencial de
rendimiento agricola estimado, teniendo una alta diferencia significativa en este
proceso de calidad. En el largo y ancho de los granos se puede apreciar que la
longitud y el ancho del grano son inversamente proporcional en las variedades
siendo Hangang-Chal un grano corto en largo, pero el ancho que tiene es el mayor
con el resto de variedades, mientras que la variedad Impacto, a pesar de ser el
grano mas largo entre los materiales evaluados, es el que menos ancho tiene en su

promedio.

En el proceso de calidad molinera también es evaluado el porcentaje de
centro blanco o esterilidad que también afecta en el proceso de molienda del grano,
haciendo que se presenten mas granos partidos o no, es por esto que Hangang-
Chal es un grano Yesoso y una variedad japénica fue usado para la comparacion
en la diferencia con los granos de variedades indicas que se busca en el mercado
un grano translucido, las variedades Arenillas y SFL-011 son las que mas presentan
un centro blanco siendo menos atractivas en el mercado comercial, a diferencia de
GO0-04209 la que menor porcentaje de panza blanca tiene y siendo mas llamativa a

la hora de su venta.

En el proceso de calidad culinaria no existe una diferencia significativa entre
las variables presentando cierta semejanza entre sus datos y poca diferencia entre

sus medias, siendo dividida.

En el proceso de caracterizacion molecular, mediante la aplicacion del ADN
genomico extraido de plantas de arroz de mudltiples variedades, se probo la
especificidad y eficiencia de estos cebadores, y también se determinaron los

fenotipos correspondientes.

De esta manera se evalu6é dos combinaciéon de marcadores moleculares

diferentes, se observé que la combinacién 484F-485R generaba una amplificaciéon
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menor en pares de bases que la combinacion 484F-W2R que presenta una mayor
cantidad de pares de bases.

Tomando en cuenta esto, se puede evaluar que la primera combinacion
busca amplificar de forma mas especifica el gen waxy, mientras que la segunda
amplifica el gen de una manera mas completa, pero ambos cumplen con la funcién
de determinar la diferencia que presentan las variedades con respecto al contenido

de amilosa que tienen las diferentes variedades.

Los materiales evaluados en este proceso se pueden observar que lamayoria
presenta grano con contenido de amilosa intermedio, por lo que pueden ser
favorables para la venta en el mercado del sector litoral, mientras que Impacto que
es una variedad que presenta un mayor tamafio de pares de base se inferir quees
una variedad que al tener un grano largo y con una mayor translucides que las

demas variedades.

De esta manera se pudo comprobar que los marcadores moleculares
cumplen con la funcién de determinar el contenido de amilosa en los granos de arroz
para asistir a la seleccion de las variedades para vender comercialmente, pero estas
necesitan ser refinados para que los valores que son obtenidos sean mas precisos

y mas exactos con las diferentes muestras obtenidas.
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Recomendaciones

Se recomienda la evaluacion de una mayor cantidad de variedades en el
proceso de calidad culinaria, asi como en el proceso de caracterizacion molecular
para poder comprobar la efectividad que tienen los marcadores moleculares en la

determinacién del contenido de amilosa que estan presentes en el arroz.

Hay que tomar en cuenta que las variables que son tomadas en los procesos
de calidad culinaria y molinera son afectadas por el ambiente, es por eso que lo mas
factible es el desarrollo de las actividades de manera controlado para poder la
correlacion que existe entre el contenido de amilosa obtenido en el proceso de
calidad culinaria con el proceso de caracterizacién molecular. Aunque otra forma de
evaluar es realizando la recoleccion de las muestras en época de invierno y verano,

para evaluar las diferencias que se pueden encontrar.

Se tomd en cuenta que las variables de caracterizacion molecular pueden
ser evaluadas mediante la extraccion de una mayor cantidad de ADN para la
obtencion de una mayor concentracion de ADN, de esta manera se podra realizar

las pruebas en la cual las bandas pueden ser visibles de manera clara.

Para el proceso de analisis molecular se deben utilizar pipetas
correctamente calibrados y una extraccion de ADN con mayor calidad para la

correcta visualizacion de las bandas en la caAmara translaminar.
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Anexos

Figura 18. Extraccién de ADN en tubos eppendorf (elaboracién propia).
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Figura 19. Colocacion de las muestras de PCR en los pocillos del gel de electroforesis

(elaboracion propia).
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Figura 20. Medicion del ancho y largo de los granos pulidos (elaboracion propia).
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Figura 21. Proceso de obtencién de calidad (elaboracién propia).
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