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RESUMEN - La caracterización de cultivares de duraznero (Prunus persica (L) Batsch) se hace por medio de la descripción de
caracteres agronómicos y morfológicos codificados por organizaciones internacionales, los cuales están fuertemente influenciados
por el ambiente. Se han buscado métodos alternativos de caracterización y las isoenzimas han sido utilizadas por su independencia de
las condiciones del ambiente, además de identificar individuos en etapas tempranas de su desarrollo.

El objetivo del presente estudio es caracterizar  cultivares de duraznero mediante el análisis isoenzimático de catecol oxidasas,
fosfatasas ácidas, esterazas y peroxidazos en extractos de hojas.

Los cultivares de duraznero analizados presentaron bajo polimorfismo isoenzimático, las esterazas caracterizaron diez cultivares,
las catecol oxidasas un cultivar agrupándose el resto en cinco modelos, las fosfatasas ácidas caracterizaron dos cultivares agrupándose
los otros en siete modelos y  las peroxidazos formaron tres grupos. Ello puede explicarse ya que el duraznero es una especie autofértil
y presenta una base genética muy reducida. Los evidentes límites discriminatorios de este tipo de análisis hacen que su aporte sea sólo
complementario a los métodos de los caracteres agronómicos y morfológicos.

Palabras claves: durazno, isoenzimas cultivares, quimiotaxonomia.

THE USE OF ISOZYME LEAF EXTRACTS IN THE CHARACTERIZATION
OF PEACH CULTIVARS (Prunus persica L Batsch)

ABSTRACT - Characterization of peach cultivars (Prunus persica (L) Batsh) was made by description of agronomical and morphological
characters codified from international organizations, which are strongly affected by environmental conditions. Alternative methods of
characterization have been searched, and isoenzymes have been used as independent of environmental conditions in addition to
identify some individuals in early stages of development.

The goal of this study is the peach cultivars characterization by isoenzymatic analysis of catecol oxidases, acid phosphatases,
esterases and peroxidases within the leaf extracts.

The peach cultivars analyzed have showed low isoenzymatic polymorphism. Ten cultivars were characterized by esterases
while one cultivar by catecol oxidases. The remainder cultivars were grouped into five models. The acid phosphatases have characterized
two cultivars; the remainder was grouped into seven models. The peroxidases formed three groups.

This behavior can be explained since the peach is an autogamus species and it shows a very reduced genetic basis. The evident
and discriminant restrictions of this type of analysis have got results that have been only a complementary form for the methods of
agronomical and morphological characters.

Index terms: peach, isoenzyme, cultivars, chemiotaxonomy.

INTRODUCCION

La caracterización de los diferentes cultivares de
duraznero (Prunus persica (L) Batsch) generalmente se hace
por medio de caracteres agronómicos y morfológicos codificados
en los descriptores preparados por organizaciones
internacionales (UPOV, IBPGR, etc.). Estos caracteres están
fuertemente influenciados por el ambiente (Dettweiler-
Munch,1993). Se han buscado métodos alternativos que permitan
la caracterización para evitar los límites de las tradicionales. Las
isoenzimas han sido utilizadas por la ventaja  de su independencia
de las condiciones del ambiente, además de poder identificar

individuos en etapas tempranas del crecimiento, que en caso de
frutales para los caracteres agronómico-morfológicos serían
necesarios algunos años, para que desarrollen plenamente y
reflejen sus diferencias heredables. No obstante la técnica de
preparación de las muestras, el análisis de las isoenzimas y el
órgano de la planta estudiado pueden influenciar el resultado
final.
         Del análisis bibliográfico resulta que sólo fosfatasas ácidas,
diaforasas, esterasas, isocitrato dehidrogenasas, malato
dehidrogenasas y peroxidasas, presentan polimorfismo y cada
uno de ellos con una bajo número de combinaciones
discriminatorias en duraznero (Sansavini y Pancaldi,1994).
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Messeguer et al.,1987, analizaron 14 sistemas enzimáticos y
esterasas, isocitrato dehidrogenasas, malato dehidrogenasas y
fosfatasas ácidas, presentaron un total de 25 polimorfismos, de
los cuales 13 pertenecieron a variedades de duraznero.
Resultados similares fueron obtenidos por Reynder y Monet
(1987), Gambardella (1987) Durham (1987). Ibañez et al. (1993)
calcularon la variabilidad isoenzimática de esterasas, peroxidasas
y malato dehidrogenasas en nectarinas (H=0,18), duraznos (H=
0,31) e industria (H=0,75). Altube et al. (1999) en extractos de
brindillas y con las isoenzimas catecol oxidasas y esterasas
encontraron algunas diferencias entre los cultivares y se
construyeron diez grupos fenotípicos isoenzimáticos  que difieren
por lo menos en uno de los zimogramas. Las isoenzimas presentan
dificultades para la caracterización  de cultivares de duraznero;
no así para distinguir diferentes especies del género Prunus
(Friend y Carter,1989; Mowrey et al.,1990);  detectar precozmente
los cruzamientos de duraznero x almendro (Chaparro et al.,1987)
y caracterizar portainjertos de duraznero (Altube et al.,1998).

El objetivo del presente estudio es  caracterizar cultivares
de duraznero mediante el análisis isoenzimático en extractos de
hojas.

MATERIAL  Y  METODOS

Los cultivares utilizados de durazneros utilizados  en el
estudio fueron: 1. Red Globe, 2. June Gold, 3. Regina, 4.
Starkdelicious, 5. Kuracata, 6. Maada, 7. Springold, 8. Armgold,
9. Novedad de Córdoba, 10. Meadowlark, 11. July Elberta, 12.
Springcrest, 13. San Pedro 1633, 14. Flordaking, 15. Flavorcrest,
16. Dixiland. Las plantas contaban con doce años de edad. Los
muestreos se realizaron durante el mes de octubre, recogiendo
hojas recién formadas, las cuales fueron conservadas a -14°C
hasta su procesamiento.

La extracción de las isoenzimas se realizó a 4°C,
homogeneizando 1 g de tejido con 3 cc de tampón de extracción
(Arulsekar y Parfitt, 1986). El homogeneizado se centrifugó 3000
rpm a 4ºC durante 5 minutos. La separación electroforética se
realizó en una cuba Mini Protean II Bio Rad, con geles de
polyacrilamida al 10%. Tampón de electrodos Tris-Glicocola (3 g
Tris y 14,2 g de glicocola, completar a 2 l.) pH 8,6. La corrida se
realizó a 3mA por pocillo durante 45 minutos, luego de un período
de estabilización de 15 minutos a 2mA. Las isoenzimas estudiadas
fueron Peroxidasas (PER) (E.C.1.11.1.7); Esterasas (EST)
(E.C.3.1.16); Catecol oxidasas (CO) (E.C.10.3.1)  Fosfatasas ácidas
(F.AC) (E.C.3.1.3.2).  La tinción de los geles se realizó con los
métodos propuestos por Brewer y Sing (1971).

Se realizó un análisis estadístico de los resultados
obtenidos utilizando un programa computarizado «Numerical
Taxonomy System»(NTSYS). Las Unidades Taxonómicas
Operacionales (OTU) fueron las variedades estudiadas. Las
matrices de datos alternativos con valores 0 o 1 para indicar la
ausencia o presencia de una banda en el zimograma
correspondiente se prepararon con los caracteres evaluados.
Una vez obtenida la matriz de datos, se procedió a calcular con el
NTSYS la matriz de distancias entre OTUs. Con base en la matriz
de distancia se calcularon las similitudes entre OTUs, (utilizando
para su cálculo el coeficiente de Jaccard (Crisci y López
Armtengol, 1983) y mediante el programa SAHN de NTSYS se

obtuvo el dendrograma de agrupamiento de OTUs utilizando el
algoritmo del ligamiento promedio UPGMA (Sneath y Sokal,1973).

RESULTADOS  Y  DISCUSION

Catecol oxidasas. La Fig. 1 presenta los zimogramas de
las catecol oxidasas, con un total de seis bandas, la banda cuatro
está presente en todos los cultivares y seis modelos
isoenzimáticos agrupan a los cultivares. El modelo 1 con las
bandas 2, 3, 4, 5 agrupa los cultivares: Red Globe y June Gold. El
modelo 2 con las bandas 2, 4, 5 los cultivares: Regina y
Starkdelicious. El modelo 3 con las bandas 4 y 5 los cultivares:
Kuracata, Maada, Springold y Armgold. El modelo 4 con las
bandas 1, 3, 4  los cultivares Novedad de Córdoba, Meadowlark
y July Elberta. El modelo 5 con las bandas 3, 4, 6  los cultivares
Springcrest, San Pedro 1633, Flordaking y Flavorcrest. El modelo
6 con las bandas 3 y 4  el cultivar Dixiland.

Las isoenzimas catecol oxidasas permitieron caracterizar
sólo el cultivar Dixiland.    .

Fosfatasas ácidas. La Fig.  2 presenta los zimogramas de
las fosfatasas ácidas con un total de seis bandas y nueve modelos
isoenzimáticos agrupan  los cultivares. El modelo 1 con las bandas
1, 3, 5, 6  agrupa los cultivares: Red Globe, Kuracata, Maada,
Springold. El modelo 2 con las bandas 1, 3, 6  el cultivar June
Gold. El modelo 3 con las bandas 1, 2, 3, 5, 6 el cultivar Regina. El
modelo 4 con las bandas 1, 2, 3, 6 el cultivar Starkdelicious. El
modelo 5 con las bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6 el cultivar Armgold. El
modelo 6 con las bandas 1, 3, 4, 6 el cultivar Novedad de Córdoba.
El modelo 7 con las bandas 1, 2, 4, 6  los cultivares: Meadowlark,
July Elberta y Springcrest.  El modelo 8 con las bandas 1, 4, 6 el
cultivar  San Pedro 1633.  El modelo 9 con las bandas 1, 2, 4, 6 los
cultivares: Flordaking, Flavorcrest y Dixiland. Las isoenzimas
fostatasas ácidas caracterizaron los cultivares Starkdelicious,
Novedad de Córdoba, June Gold, Regina, Armgold y San Pedro
1633.

Esterasas. La Fig. 3 presenta los zimogramas de las
esterasas con un total de once bandas y catorce modelos
isoenzimáticos. El modelo 1 con las bandas 1, 5, 10 los cultivares:
Red Globe y June Gold. El modelo 2 con las bandas 5, 6, 10, 11  el
cultivar Regina. El modelo 3 con las bandas 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11 el
cultivar Starkdelicious. El modelo 4 con las bandas 3, 4, 6, 9,10, 11
el cultivar Kuracata. El modelo 5 con las bandas 3, 4, 6, 10, 11  el
cultivar Maada. El modelo 6 con las bandas 3, 4, 10 el cultivar
Springold. El modelo 7 con las bandas 1, 3, 4,  8, 10 el cultivar
Armgold. El modelo 8 con las bandas 1, 3, 8  el cultivar Novedad
de Córdoba. El modelo 9 con las bandas 1, 2, 5, 8 el cultivar
Meadowlark. El modelo 10 con las bandas 1, 2, 3, 5, 7, 8  el cultivar
July Elberta. El modelo 11 con las bandas 1, 2, 5, 7, 8 los cultivares
Springcrest y San Pedro 1633. El modelo 12 con las bandas 1, 2,
5, 8 el cultivar Flordaking. El modelo 13 con las bandas 1, 2,  5, 7,
8 los cultivares Flavorcrest y Dixiland.

Estas son las isoenzimas que presentaron mayor
variabilidad, resultados concordantes con los obtenidos por
Sansavini y Pancaldi (1994), Messeguer et al.(1987). Las
isoenzimas esterasas son las que presentan mayor polimorfismo
y permiten caracterizar los cultivares Regina, Starkdelicious,
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FIG. 1.- Zimograma de las catecol oxidasas en cultivares de duraznero.

FIG. 2.- Zimograma de las fosfatasas acidas en  cultivares de duraznero.

FIG. 3.- Zimograma de las esterasas en cultivares de duraznero.

FIG. 4.- Zimograma de las peroxidasas en cultivares de duraznero.
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Kuracata, Maada, Springold, Armgold, Meadowlark, July Elberta,
Flordaking y Novedad de Córdoba.

Peroxidasas. La Fig. 4 presenta los zimogramas de las
peroxidasas con un total de diez bandas, de las cuales 4, 7, 8, 9
están presentes en todos los cultivares, estas agrupan a los
tipos estudiados en tres modelos isoenzimáticos. El modelo 1
con las bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ,8, 9, 10 los cultivares Red Globe
y Dixiland. El modelo 2 con las bandas 2, 4, 7, 8, 9, 10 los cultivares
June Gold, Regina, Starkdelicious, Kuracata, Maada, Springold
y Armgold. El modelo 3 con las bandas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 los
cultivares Novedad de Córdoba, Meadowlark, July Elberta,
Springcrest, San Pedro 1633, Flordaking y Flavorcrest. Las
peroxidasas no permiten caracterizar los cultivares estudiados,
tan sólo la agrupación de los mismos, datos que concuerdan con
los obtenidos por Ibañez et al.(1993)

El dendrograma resultante de los distintos sistemas
enzimáticos en tallos (Fig. 5), presenta dos ramas, la primera a un
nivel aproximado de 0,60 que agrupa los cultivares: Red Globe,
June Gold, Regina, Starkdelicious, Kuracata, Maada, Springold
y Armgold y la segunda a un nivel de 0,80 con los cultivares:
Novedad de Córdoba, Meadowlark, July Elberta, Springcrest,
San Pedro 1633, Flordaking, Flavorcrest y Dixiland. Ambas
ramificaciones presentan subgrupos

CONCLUSIONES

Las distintas variedades de duraznero analizadas
presentaron un bajo polimorfismo isoenzimáticos, sólo las
esterasas caracterizaron un gran número de variedades y el resto
de las isoenzimas agruparon los tipos estudiados en un número
de modelos isoenzimáticos más o menos grande. Lo que puede
explicarse por ser el duraznero una especie generalmente autofértil
y presentar una base genética muy reducida. Por lo tanto, los
evidentes límites discriminatorios de este tipo de análisis hacen

que su aporte sea sólo complementario a los métodos de los
caracteres agronómicos y morfológicos.
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