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RESULEL

Se efectud el andlisis electroforético en gel de acrilemi
da, pars las igoenzimas peroxidesas y esterasas, a pertir de
macerados de hojas de la varieded "PergaW de laz limag fci-
das (Citrus suraniifolie Swingle ), injertedes sobre los pa-
trones Citrug volckomeriense Tan. et Pesgq., Gitrus surentium
L., Citrus macrophylla Wester, Citrus joambhiri Lush., y Cl-

trug reshni Hori. ex Tan.



Los ané;iais reallizadog dan infomaci6n &l nivel enzimd-
tico, del efecto del patrdn sobre 1a varledad, y Se han obte
nido los. zimogrames (Patrones de Bandes) pera los patrones,
as{ como para la varieded injertnds sobre cads uno.de log b
trones,

El andlisis de la actividad de las peroxidaesas; se reall
zé segin el método de Bar Akive ¥y cols. (1967), compardndo-
se los resultados mediesnte un Andlimils de Varianza del mode=
~ 1o de Doam Variables de Glaaii’icacion para ofectos fijom, se
gan Dixon y Messey (1965).

ABSTRACT

An electrophoresis analyais was made in acrdlemide gels
for percxidase and esteraze imozyiez from macerated leaves
of the "Perse Lime" variety, wsing Citrus volckemeriana Tan.

et Pasq., Giltwus auwrantivm L., Citrus masrophylls Wester,
Cltrus Jambhixri Tush. a.nd Citrus Yeshnl Hori. ex Taen asm
gclonz,

The zimogram of ‘the :I.bozymea was perfomed for the varie-
ty and seions. _

Algo the study of peroxldase setivity was made for =1l
materiel by the method of Bar Akiva et al (1967} and the
resulis obteined were compared using an anslysis of varian~

ce for two variables (Dixon and Massey, 1965).7



INTRODUCCION

Los estudics gue s? vienen realizando sobre la interse-
cion petrdn=variedad, reviaten una gran importencis desde
. el punto de vista econdmico para nuestro pafs, ya que es ng
cesario encontrar para cada variedad comercial, el mejor pa
trdn de injerto no sélo en lo relacionedo a la resistencia

& las principeles enfermedades gue atecan nuestragplantacig

nes, sino también desde el punto de vista del efecto que le

pueden causer & esas variedades sobre los caracteres del
rendimiento,
Ta Iims Perse (Citrus eursntifolia Swingle) representa

dentro de lag limas deides, una de las variedades comercie~

les mds importente por su sceptacidn en el mercade. Le va-
'3iedad Perae tiene la caracterfstica de poseer abundante
jugo, no presenta semilles y madura durante eagi todo elafio
(Ziegler y Wolfe, 1961).
En le Estacidn Bxperimental de C{tricos de Sandino, se

estan 1levando & cabo diverscs estudios con vistas a deter=-.

minar los mejores patrones para egte variedad, enalizandoge
algunos perdmetros de produccidn y resistencia & enformede-
dos durante varias cosechas (Gonzalez y cols, 1977,79,80).
Con la finalidad de completer y profundizer mas en este tra
bajo, es que hemos realizedo el estudio de le interaccion

patrén-varieded desde el punto de vista enzimitico, utili-

zando el snalisis de patrones isoenzimsticos para la varie-

dod Perae injerteda sobre diig;entea patronecs,’ yo que cual-



quier alteracion ocagionada en le variedad serd re:f.’lejada.
& este nivel (Gonzdlez y Gonzdlesz, 1977).

El ugo de la isoenzimagcomo fuente de deteccidn de varie
ciones ha sido ampliemente utilizade en plantas y animeles
(Brewer, 1970).

Ie homologia electroforétice de les protefnss y enzimas
baseda en la similitud de sus carsas eléetriems y pescs mo-
leculares, proporcions une medida de la relacidn genética
entre loa individuos (Johnmon, 1965),

En el preasente trabajo me amplfe el estudio de las igoen
zimas peroxidasas, incluyéndose el endlisis de 1a veriedad
Perase gobre los patrones Naranjo Agrio {Citrus surantium I.)
y Menderine Cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan) asf{ como

pare estos patrones.

Se reslizeron corrides electroforéticas para las igoenzd
mag esterasas de la Lima Fersa sobre einco patrones: Timén
Rugopo (Citrus jambhiri Imsh), Citrus volckameriapa Tan
et Pasq, Clitrus mecrophylls Wester, Naranjo Agrio (Citrus
gurantium L,) y Mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort ex

Tan) al iguel que para los patrones.

Le determinacidn de la actividad peroxidese se efectud
mediante le téenica de Bar-Akiva y cols (1967), comperénd.
ge la actividad de este enzima para 1a Lims Perma gobre

los ecinco patrones.



MATERTALES Y METODOS

La téjonica ut?.lizada pera las corridas electroforéticas
en gel de polimcrilamida, asf como la tincidn para lds iso-
enzimas peroxidasam, se encuentra descrite en el trabajo
de Carscterizacion Iscenzimdtice (1) (Gonzdlez y GonZalew,

1977 Je

Para las iscenzimas esterasas se utilizaron los mismos
extractos foliares, con un gel de separaci&h de B.5%, rea-—
iizéndoge lag coxrridas a 50 me duranteq horas, en un apara
to de corrida de léimina vertical (Chepel et sl, 1974),

Ie tinciln me efectu con una molucidn gue contenfa
0,3 g de fast blue RR sal®, 2 ml de una solucién de l-naf-
t1l-acetato ¥y 2 maftil-acetato, las que fueron preparadaé
_en la proporcion de 0,1 g de 1 y 2 naftil-acetato, disuel
to8 en 5 ml de acetons y a completar 10 ml con ague desiilg
da. Ta tincion se completo s 100 ml con buffer fosfato de
PH = 6,4,

El gel permanec16 en esba tincidn ea lo escurdded hamts
que eperecieron las bandas carscter{sticas., Posteriormente
fue lavado con ague destilada y mantenido en uma solucidn
de deido aedtico al 10%. |

Tog patrones de bandas (zimogremsg) fueron realizados en. , .
papei milimetrado tomando como punto cero, el comienzo del
gel de Bep&mcién.

Para el estudie de la ac%ividgd peroxidase de la Lime



Persa, se selecclonaron 5 g de hojes frespaa que fueron ma
ceradaes en un morterc. El extracto fue filtradq en tele de
gasa y emvegado en frascos de crigtel. Ia técnice utilizads h
yars medlr la actividad peroxidasa fue 1a descrite por Bar-
Akdiva ¥y cols (1967).

Lios datos obtenidos de unidades peroxidasss, fueron
transformadas & ¥x {rafz cusdrada del valor) ya que los mig
mos no segufen wne dismtribucidn normal.

Se efectud un andlisis de varianza de clagificacidn do=
ble, modelo f£ijo segin Dixon y Massey (1965) para comparar
log cinco itratemientos. Al enconitrarse diferencias sliamen=
te gignificatives para el valor de F ocalculada, ae proce—
di6 & realizar 1a comparaciéh de lag medlas mediante el

test de rangos miltiples de Dunecan (Duncan, 1955),

RESULTADOS Y DISCUSION,

ElL patrSn de bandas pars las isoenzimes peroxidasas de
J1a Lima Ferse sobre loa patronea Agrio y Cleopatra, as{ co=
mo para el patrén Clecpatra, muestra una sfola haende en la
posici5n de 3,0 unidades‘al igual que el nimero de bandas
¥ posiciGn semejante que se tabfe obtenido en el trabajo
anterior (Gonzélez y Gonzélez, 1977). Sin embarzo el patrdn
Agrio es el fnico que presenta dos bandag muy cercenasg en
las posiciones' de 2,6 y 3,0 unidades. (Fiz. 1).

Como se présenta una gola bande con posiclones muy seme~

jantes para la Dlime Persa sobre los ecinco patrones, se pro=-

Y



cedid a reslizer ol sndlisis cuantitativo de la ectivided
enzimdtica de peroxidesas, el cual si arrojé diferenciasm
pars la vaeriedad sobre los patrones. Los valores promediog
de unidades’ peroxidasas para ls Lims Fexga aparecen en la
tabla 1. i
Los resultados del andlisis de varianze se recogen en la
» tabla 2,

‘El Teast de Duncan (Tabla 3) muestra lo siguiente: Ia Ti-
me Perga sobre :.:1 patrén Rugoso pregenta el valor medio de
actividad mayor, mientrass que la Lims Perss sobre el pa-
tron Agrio presenta el valor de actividad menor.

No me presenten diferencias entre ,las medias de la Dimg
Persa sobre oz patrones Rugoso y €. volckamerisha, peroc eg
tos doa af difieren del resto de los tratamientos. Ia Lima
Persa sobre el patr&h Co macrophylls no difiere del Persa
sobre el patrén Cleopetra, pero si sobre el patrdn Agrio.
Ie Limz Persa sobre los patrones Cleopatre y Agrio no pree
gentn diferencias entre sué mediag.

Egstos repultados ponen de manifiesto dos espectos impor=-
tantes: en primer lugar que pars poder dar un criterio de-
finitivo de semejanzes y diferenciss entre individuos, es
necegario sborder el trabajo desde digtintos enfoques, ya

une cualitativamente no se presentan diferencies para le
Tima Persa sobre los cinco patrones con relacidn a las .:i.sg_
enzimes Peroxidesas, pero gin embargo si existen diferensi

cias para la  varieded Persa en cuanto a 1a acilvided en-



zimdtica de esa banda comin.

BEn segunda lugar ge deteétﬁ' que log diferenﬁes patéones
provocan cembios en log valores de activmdad enziméiica pa=
ra una mlama variedad , lo cuel nos da une medlda de 1a im
‘poriencia de la seleccidn de los mismos. En este casoc donde
se anelize la enzima peroxidesa, me plantea que estd rela-
cionada con le maduracidn en muchos frutos (Sacher, 1973).

Log resultedos pave les iscenzimas esterasas revelan un

nivel de polimorfismo no encontredo para las peroxidagas

(Pig. 2}, E1 patréh.de bandas para le Lime Persa sobre log
patrones Clecpatra y Rugoso es idéhtico, obgervéndoses cua-
tro bandas en las posiciones de 0,1 , 1.0', 2,8 ¥y 4,0 unida
des, a ‘

El patron de bandas pera le varliedad Perge sobre los pa-

trones Agrio y C. volckamerisnas es iguel, obgervéndose tres

bandas en posiciones de 1,0 , 2,8 y 4,0 unidades. Ls Lima
Perge mobre ol patréh C. macrophylls pregenta oustro bandaes
;n las posiciomes 1,0 s 1,8, 2,8 y 4,0 unidades; es de deg
tacar que aquf se presenta una bande no comin en la posi-
eién de 1,8 unidades, Existen tres bandes comunes para la
Lima Perss sobre todos los patrones, en las posiciones 1,0
2,8 ¥ 4,0 unidades.

En el caso de los patrones estudiedos, no se presentan

-

diferencias entre Rugomo y C. volclameriena teniendo ambos
cuatro bandas en las posgiciones de 0,1 , 1,0 , 2,8 , 4,0

unidades, Bl patrdn Ce maerophylis tiene bandes en 0,1 ,
48



1;4 ¥y 2,8 un:i.de.des, el patrdn Cleopatra presen'ba s6lo dos
bandas no comunes en las posiciones de 0,5 ¥ 1,7 un;dades
Por nltimo el patrén Agrio es el que més se dlrerencia del
regto de los patrones mo sdlo vor la p031cion de Bus bandqa
en 0,5, 1,2 , 1,8 , y 3,5 unidades, sino por la coloracidn
¥y temafio que presentsn las bendes de 1,8 y 3,5 wnidades,

Ia tincidn realizada para las esterasas conlleva la reve
lacion comjunts de les bendas elfa ¥ bete por lo que serfa
necesario determinar a cudl +ipo corresponde cads banda. utie
1lizéndose de forms separada los reactivos 1-naft11-acetato
¥y 2-naftil-acetato.

No existen bandas comunes s todos los patrones,
Comparando la relacién patrdn-variedsd dentro de eate
slstems isoenzimftico se observe que los Unicos patrones de

bendas iguales son el de la Lima Persa sobre el Rugoso y

[ \
el Patron Rugoso, La Lima Persa sobre C. volckemeriang pre-

genta bres bandas en comin con su patréﬁ; Perza gobre
C. macrophylla una banda comin con su patrén y el resto no
pregentan bandes comunes. Debe destacarse e gwan diFeron=
ole en el zimograma de ld Lima Perse sobre CUleopatra y el
patrdn Cleopatra,

¥n general las mayores semejanzas patrdn variedad pera
las isoenzimas esterasas se encuentran en la Lima Persa so=

bre el patrén Rngoso y el petrdn g, volckemeriana,

49
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CONCLUSIONES

1) En lag iscenzimas peroxidasas se presenta una sola ban-
ds de posicidn 3,0 unidades para la Lims Persa sobre
los patrones Naranjo Agrio (Citrus eurantium L) y Mandg

rine Cleopatra (Gitrus reshni Hort ex Tan).

2) Bl patrdn Agrio es el dnico que presenta dos bandas en
posiciones de 2,6 y 3,0 unidades para las iscenzimas pg
roxidages.

3) Existen diferencies significatlves entre laes medias de
la actividad peroxidase para la Idime Perse gobre los cin

. #
eo pairones, presentandose los meyores valores para e

ta variedad sobre los patrones Rugosoe y (. volckamerisna

{log que no difieren entre of) y los menores para los pe
%rones Uleopatya y Agrio (los cumles tamboco difieren en
~ tre si) .
4) El1 zimograma de esterases revela un mayor polimorfismo
para le varieded Perse y para 1os‘patrones.
5) Iag mayores semejenzas entre patrdn-veriedad se presen=
tan pars las isoenzimas esterasas en le Lima Fersa sobre

los patrones Rugoso ¥y C. volckamerimens

6)

'xidases son coincidentes con los obtenidos enteriormente

Log resultzdos en este trabajo para las iszoenzimag pero-

-

para el nimero ¥ posicidn de la bande en la Lima Persa

gobre loa patrones estudiados.

en



RECOMENDACIORES

1) Debe continuerse el estudio isoenzimdtico para la Timg.
Perse asobre log diferentes petrones ineluyéndoge otrog
egistemas tales como catalages, fosfaispag ¥ amilaéas,
con vistas e tener un criterio mds objetivo de la ine
fluencie de los patrones sobre la veriedad a nivel mo-
leculaw,

2) Dentro de los estudiocs ratrén~variedad desde el punto de
vista enzimatico debe ineluirse la zone cercana al injer
0y, ya que muchas veces determinedss sustencias Proplasg
del patrén ne difunden a las Partes superiores del vege
tal. Ademds esto nos Puede dar un criterio de 1s reao-

cidn de incompatibilidaed entre el ratron ¥ la variedad,
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TABLA 1

Valores promedios de sctivided peroxidesa pera la Ldima

Persga.

Tretamiento Unidedes de actividad peroxidasa
TP/R 15,22 u
IP/V 14,96 u
e/M 12,85 u
TR/C "12,33 u
LP/A ‘ 11,65 u
TABLA 2

Andlisis de varienza para la actividad peroxidasa de la

TLima Persa.

Fuentes G.L. SeCe QoM. *
TOTAT, 14 36,33 -

REPLICAS 2 2,54 1,27 3,458
FETRE TRAT, . 4 30,85 7,71 20,99 **
DENTRO . 8 2,94 0,367

*ok P L0,0I &



TABIA 3

Peat de rangos multiples de Duncen para ls activided

peroxidesa

Trataniento i Trongfe E originel
IP/R 15,22 & '832,91
LP/V 14,96 = 223,90
LP/Y 12,85 b 165,37
IP/C 12,33 be 152,22
LP/A 11,65 e 135,77

EoSex = 0,34
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ZIMOGRAMA DE PEROXIDASAS

Tigura 1. Zimograme de peroxidases

ZIMOGRAMA DE ESTERASAS
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Figura 2. Zimograms de egterasas
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