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RESUMEN .

Se utilizaron marcadores isoenzimaticos para la caracterizacion genético-bioquimica de 16 accesiones de Cliforia ternatea L., para lo cual se
analizaron 8 sistemas isoenzimdticos (Esterasas, Peroxidasas, Polifencloxidasas, Fosfatasas dcidas, Anhidrasa carbonica, Citocromo oxidasa,
Xantina deshidrogenasa y Malato deshidrogenasa), de las cuales solo tres resultaron ser polimérficas (Esterasas, Fosfatasas 4cidas y

Anhidrasa carbdnica). Ademas se aplicaron técnicas de andlisis multivariado lo que permitié formar grupos de alta afinidad. Para el estudio
citogenético , se realizé un andlisis del cariotipo y se comprobd que el nimero cromosdmico es 2n=16, para lo cual fue necesario establecer una
metodologla que permitiera la visualizacién y conteo de los mismos.
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INTRODUCCION Con el objetivo de que estas colecciones de recursos
Actualmente en Cuba, muchas investigaciones geneticos tengan un valor préctico para los investigadores,
desarrolladas en pastos y forrajes estan dirigidas a crear es necesario, ademés de una caracterizacion morfolégica
la base alimentaria para el mantenimiento y crecimiento y agrondmica, realizar un estudio genético de las mismas
de la masa ganadera y avicola, o que ayudaria a abastecer debido a que estas variables pueden estar limitadas por

de algunos alimentos a Ia poblacién, con una sustancial la escasez de tiempo y recursos; ademas es necesario
disminucién en las importaciones de los mismos; lo cual tener en cuenta que estos caracteres son altamente
requiere de una caracterizacion de las colecciones de las influenciados por el ambiente Y puede ocurrir que los
plantas forrajeras de los bancos de germoplasma para resultados obtenidos no presenten una verdadera
futuros trabajos de mejoramiento (Villanueva y Mena, divergencia genética entre los genotipos evaluados
1996). (Andersen et al.,1990; Vall y etal.,1995).

Dentro de las plantas utilizadas con estos fines, ademés Por primera vez en Cuba se realiza Ia caracterizacién
de las gramineas, un papel fundamental lo tienen las genético-bioquimica y citogenética de Ia coleccion cubana
leguminosas forrajeras , entre las cuales se encuentra la de Clitoria ternatea L., con el objetivo de:

especie Clitoria ternatea L., conocida como Conchita azul.

Esta es utilizada exitosamente como abono verde y cultivo -Seleccionar el mejor método que permita la visualizacién
de cobertura, se asocia bien con las gramineas, posee un y conteo de los cromosomas.

alto potencial de produccién de semillas y altos

rendimientos de materia seca, altos contenidos de -Realizar la caracterizacion genético-bioquimica de la

proteina, una adecuada resistencia a las plagas y coleccion.
enfermedades tanto en cultivo puro como asociada, posee

principios activos Utiles para la medicina tradicional y en -Determinar las afinidades genéticas entre las
muchos casos se utiliza como planta ornamental (Binder, accesiones.
1997).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizé la coleccién cubana de Clitoria ternatea L.,
proveniente del banco de germoplasma de la Estacién
Experimental de Pastos y Forrajes de Sancti Spiritus.

La coleccién consta de 16 accesiones procedentes de
diferentes lugares (Tablal), alas cuales se le realizaron
estudios citogenéticos y se les aplicaron técnicas
isoenzimaticas para conocer el grado de variabilidad
genética de la coleccion.

Caracterizacion citogenética

Basados en la metodologia aplicada para la
caracterizacion citogenética de colecciones de platano
Burro, tabaco y malanga ( Acosta, 1999; Heméndez, 1998;
Millian, 2000) las raices de 1cm de longitud fueron
sometidas a tres tratamientos.

Tratamiento 1

-Pretratamiento con 8-Hidroxiquinolina (0,02 %) durante 1
hora.

-Fijacion del material usando una mezcla de etanol
absoluto y acido acético glacial a la proporcion de 3:1
durante 4 dias.

-Lavado con agua destilada.

-Hidrdlisis con HCL 1N a 60°C, durante 20 minutos.
-Lavado con agua destilada

-Tincién con el Reactivo de Schiff, durante 3 horas
-Squash

-Conteo y fotografiado de los cromosomas.

Tratamiento 2
-Pretratamiento con 8-Hidroxiquinolina (0,02%), durante
2 horas.

-Fijacién con mezcla de etanol absoluto y &cido acético
glacial a la proporcion de 3:1 durante 6 dias.

-Lavado con agua destilada .

-Hidrdlisis con HCL 1N a 60° C durante 25 minutos.
-Lavado con agua destilada .

-Tincién con Hematoxilina de Gomory a 60° C durante 3
horas.

-Squash.

-Conteo y fotografiado de los cromosomas.

Tratamiento 3

-Pretratamiento con 8-Hidroxiquinolina (0,02%) durante 3
horas.
Fijacién con mezcia de etanol absoluto y acido acético
glacial a la proporcién de 3:1 durante 7 dias.

-Lavado con agua destilada.

-Hidrdlisis con HCL 1N a 60° C durante 15 minutos.
-Lavado con agua destilada.

-Tincién con Hematoxilina de Gomory a 60° C durante 2
horas.

-Squash.

-Conteo y fotografiado de los cromosomas.

Caracterizacion genético- bioquimica

Preparacion de las muestras

-Para la preparacién de las muestras fueron seleccionadas
hojas jovenes de plantas adultas

-Se maceraron 5 gramos de hojas frescas y sanas en un
mortero frio, a los cuales se le afiadié 10 gotas de una
solucién de sacarosa al 20%.

-Los extractos fueron filtrados en tela de gasa, envasados
en viales plasticos y mantenidos a -15°C hasta su
utilizacion.

‘ TABLAI
Coleccion de Clitoria ternatea L. de la Estacién Experimental de Pastos y Forrajes de Sancti Spiritus.
NO ACCESIONES LUGAR DE PROCEDENCIA
1 Testigo Estacién Experimental “Indioc Hatuey”
2 Mexicana Estacion Experimental “Indio Hatuey”
3 HN-26 La Habana
4 Semilla- Negra Estacion Experimental “Indio Hatuey”
5 HN-49 La Habana
6 SC-80 Zona centro de Sancti Spiritus
7 SC-94 Zona centro de Sancti Spiritus
8 SC-134 Zona centro de Sancti Spiritus
9 SC-135 Zona centro de Sancti Spiritus
10 SC-136 Zona centro de Sancti Spiritus
11 SC-137 Zona centro de Sancti Spiritus
i2 SC-138 Zona centro de Sancti Spiritus
13 SN-139 Zona norte de Sancti Spiritus
14 SC-163 Zona centro de Sancti Spiritus
15 Silvestre La Habana
16 Tehuana Estacion Experimental “Indio Hatuey”
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Corridas electroforéticas

-Se utiliz6 un sistema de buffer discontinuos
(1964) y Davis (1964).

-Se realizaron en gel de poliacrilamida (PAGE) y con buffer
de corrida de Tris-glicina 0.04 M, pH8,3enun aparato de
corrida en ldmina vertical Y un gel de separacion al 109
‘El frente de corrida se marcé agregando al buffer de los
compartimentos, 10 microlitros de una solucién de azul
de bromofenol al 1 %,

-Se aplicaron tinciones especificas (Tabla [1).

-Se lavaron los geles con agua destilada y fueron
mantenidos en una solucién de acido acético glacial al
10%, hasta el momento de confeccionar los
electroforetogramas.

‘Las movilidades electroforéticas fueron medidas en
centimetros vy se calculs el porcentaje de bandas
polimérficas en relacion con el nimero total de bandas
para cada sistema.

segun Orstein

Andlisis estadistico

Se confecciond una matriz de similitud mediante el indice
de Voughan y Denfor (Gonzélez, 1989) v se realizé un
analisis de conglomerados que permitié agrupar las
accesiones en cuanto a sus similitudes empleando el
programa CLUSTER (Coyula, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizaciéon citogenética
De los tres tratamientos aplicados para la caracterizacion
citogenética, el que permitié una mejor visualizacion y

conteo de los cromosomas fue el tercero, obteniéndose

reportado por Josson (1991 )
de Clitoria ternatea L., de la cual también obtuvo datos
de cariomorfologia y el comportamiento estable de log
cromosomas. Con esta especie también se han realizado
estudios de fertilidad del polen que oscila entre un 93-
97%yde autotetraploidfa inducida por colchicina (Gandhi
y Patil, 1994, 1997).

En nuestro pais se han aplicado técnicas citogenéticas
para la caracterizacién de recursos fitogenéticos, como
Por ejemplo en los géneros Xantosoma, Nicotiana, en
clones de platano burro (Millian, 2000; Hernandez, 1998;
Acosta, 1999). Sin embargo no existian referencias del
estudio del cariotipo realizados a colecciones Cubanas
de leguminosas forrajeras, por lo Que estos resultados
son de gran utilidad, ya que sirven de punto de partida
para el estudio de otros pardmetros del cariotipo.
Caracterizacién genético- bioquimica

De los ocho sistemas isoenzimaticos evaluados,
solamente tres resultaron ser polimérficos como es el caso
de las Esterasas, Fosfatasas 4cidas Y Anhidrasa
carbénica; en el resto de los sistemas no se observaron
diferencias en cuanto al numero y posicién de bandas.

En el zimograma del sistema Peroxidasa (Fig. 1) se
observan cinco bandas presentes entodas las accesiones,
lo cual no coincide con lo planteado por Zheng y Cheng

TABLAII
Sistemas isoenzimaticos estudiados y tinciones empleadas en Clitoria ternatea L.

TIPO DE SISTEI\{IA NOMENCLATURA TINCION

ENZIMA ENZIMATICO

Oxidorreductasa Peroxidasas Per Iglesias et al. 1974
E.C. 1.11.1.7
Malato deshidrogenasa MDH
E.C. 11137 Wendel y Weeden, 1989
Polifenoloxidasa PPO Guedes y Rodriguez, 1974
E.C. 1.10.3.1
Xantina deshidrogenasa XDH Vallejos, 1983
E.C.12137
Citocromo oxidasa Cco Vallejos, 1983
E.C. 1931

Hidrolasas Fosfatasas 4cidas APS Iglesias ef al. 1974
E.C. 3.1.3.2
Esterasas Est Glezy Glez, 1981
E.C.3.1.1

Liasas Anhidrasa carbdnica AC Glez, 1990

E.C. 4211
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(1993), respecto a que estas enzimas son muy empleadas
en los estudios genéticos- bioquimicos en plantas, por
ser uno de los mas polimérficos en cuanto al niimero de
isoformas.

Este sistema se utiliz6 en la caracterizacion del
germoplasma de Brachiaria humidicolay Brachiaria jubata
que junto a otros sistemas permitieron la diferenciacién
de las mismas (Miles et al., 1996).

En el caso de las Polifenoloxidasas (Fig. 2) se observan 2
bandas para todas las accesiones; sin embargo, existen
referencias del empleo de estas enzimas en otras
especies de leguminosas, pertenecientes a los géneros
Phaseolus, Vigna, Desmodium, Arachis y en especies
de gramineas, la cual ha permitido diferenciar los
materiales bajo estudio (Hussain,1987; Miles et al., 1996).

Los sistemas Citocromo oxidasa, Xantina deshidrogenasa
y Malato deshidrogenasa ,presentan un total de bandas
de 3, 1, 2 respectivamente, presentes en todas las
accesiornes por lo que los tres sistemas se clasifican como
monom©rficos.

Para el sistema isoenzimatico Esterasas (Fig. 3) se
presentan un total de 4 bandas, de las cuales dos son
comunes a todas las accesiones. La banda de 4.3
unidades, no aparece en las accesiones SC-134, SC-135
y SN-139. En el caso de la banda de 6.0 unidades, no se
observa en las accesiones Testigo, SC-134, SC-135, SN-
139y Silvestre.

Estos resultados eran de esperar debido a que las
esteraras juegan un papel importante en los procesos
fotosintéticos de las plantas y su estabilidad de la
expresion enzimatica las hace muy importantes en
estudios genéticos y en la identificacion de especies de
gramineas tales como Brachiaria humidicola y Brachiaria
ruziziencies, las cuales pueden ser perfectamente
diferenciadas por sus patrones de bandas especificos de
a y b esterasa; ademéas este sistema permitio la
caracterizacion exitosa de la especies forrajeras de Arachis
(Valls et al., 1995).

En el sistema isoenzimdtico de Anhidrasa carbénica
(Fig. 4), se observan siete bandas en total y de ellas,
cinco son comunes a todo el material. La banda de
posicion 2.6 unidades, no se encuentra en las accesiones
Testigo, HN-26 y SC-137. La otra banda polimérfica, es
la correspondiente a 2.8 unidades y estd ausente en SC-
135y SC-136.

Las isoenzimas Fosfatasas acidas (Fig. 5), presentan un
total de cinco bandas, cuatro de las cuales son comunes
a todas las accesiones y la banda de 5.8 unidades,
solamente esta presente en las accesiones HN-49, SC-
137, Silvestre y Tehuana.

Los resultados del polimorfismo para cada sistema
isoenzimatico, se presentan en la tabla Ill. Se puede
observar que en general, la coleccién exhibe un
polimorfismo bajo, lo cual esta dado bésicamente por el
origen comun de la mayoria de las accesiones en estudio.

Empleando los resultados isoenzimaticos, se realizé un
analisis de conglomerados y se confeccioné el
dendrograma correspondiente (Fig. 6), el cual muestra la
formacion de 4 grupos con un alto grado de asociacion.
Las accesiones SC —134 y SN-139; Tehuana y HN-49;
SC-138y SC-163; SC—-80, SC-94, S-Negra, y Mexicana
muestran total coincidencia (1.00). Lo anterior pone de
manifiesto, la baja variabilidad genética de la coleccion,
lo cual confirma que algunas de las accesiones de
Conchita azul colectadas en la provincia de Sancti Spiritus,
pueden constituir duplicados dentro de este material.

En Cuba la complementacién de la caracterizacion
morfoagronémica con estudios del polimorfismo
isoenzimatico y aplicacion de técnicas citogenéticas, para
la determinacién de las afinidades genéticas en los bancos
de germoplasma de leguminosas forrajeras tropicales, es
un tema novedoso. Por esta razon, este estudio representa
una metodologia de trabajo, que por primera vez se emplea,
para la caracterizacion y evaluacion de los recursos
fitogenéticos de los pastos y forrajes, como base de los
programas de mejoramiento genetico, con vistas a obtener,
variedades de alta calidad para la alimentacion animal y
otros usos en la ganaderia.

TABLAIN
Resultados isoenzimaticos de la coleccion de Clitoria ternatea L.

Total de Bandas Polimorficas(%)

Sistema Isoenzimatico Total de Bandas
Peroxidasas 5
Esterasas 4
Polifencloxidasas 2
Anhidrasa carbénica 7
Citocromo oxidasa 3
Xantina deshidrogenasa 1
Fosfatasas acidas 5
Malato deshidrogenasa 2

0
2 (50%)
0

2 (28,5%)
0

0

1 (20%)
0
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Fig. 2. Zimograma de Polifenoloxidasas de accesiones de Clitoria ternatea L.
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Fig. 3. Zimograma de Esterasas de accesiones de Clitoria ternatea L.
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Fig. 4. Zimograma de Anhidrasa carbénica de accesiones de Clitoria ternatea L.
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Fig. 5. Zimograma de Fosfatasas 4cidas de accesiones de Cliforia ternatea L.

CONCLUSIONES

-Se establece el mejor método para contar los
cromosomas observandose que el nlimero cromésomico
de todas las accesiones de la coleccion cubana de Clitoria
fenatea L. fue 2n=16, mostrando 10 cromosomas largos
y 6 cromosomas cortos.

-Los sistemas isoenzimaticos: Fosfatasas acidas,
Anhidrasa carbénica y Esterasas, resultaron ser los

tnicos polimérficos en cuanto al nimero y posicién de
bandas, ya que el resto de los sistemas isoenziméticos
estudiados no presentaron variabilidad genética.

-Las mayores afinidades genéticas dentro de la coleccién
se presenta entre las accesiones SC-139y SC-134; SC-
138y SC-163; Tehunay HN-49; SC-80, SC-94, S-Negra
y Mexicana, ya que muestran total coincidencia para los
ocho sistemas isoenzimaticos estudiados.
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Fig. 6. Dendrograma a partir de las isoenzimas de Conchita azul.
Grupo | : SC-134, SN-139, SC-135,
Grupo Il : SC-137, Tehuana, HN-49, Silvestre.
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Grupo Il : SC-135, SC-163, SC-138, SC-80, SC-94, S-negra y Mexicana,

Grupo IV : HN-26 y Testigo.
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