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ABSTRACT
Isoenzymatic identification of avocado rootstock (Persea americana Mill.).
Key words: Avocado, peroxidase, isoenzymes.

The technique of micropropagation is currently used in avocado in order to ensure that
the material obtained is uniform and resistant to Phytophthora cinnamomi Rand. The
aim of the present work was to identify, by means of isoenzymes, donor plants to be
used as avocado rootstock. The identification was conducted via vertical electrophoresis
in polyacrylamide gel using peroxidase isoenzymatic systems. The results demonstrated
that the peroxidases give a reference pattern that allows identification of donor material.

RESUMEN
Palabras Claves: aguacate, peroxidasa, variabilidad.

Actualmente se utiliza la técnica de micropropagacién en palto (aguacate) para asegurar
la uniformidad del material obtenido y asegurar asi su resistencia a Phytophthora
cinnamomi Rand.. El objetivo de la presente investigacion fue identificar, por medio de
isoenzimas, plantas donantes de portainjertos de palto. Se llevé a cabo por medio de
electroforesis vertical en gel de poliacrilamida. Los sistemas isoenzimaticos utilizados
fueron los de las peroxidasas. Los resultados indicaron que las peroxidasas dan un
patrén de referencia que permite la identificacion del material donante.

INTRODUCCION

El palto (aguacate) es un frutal tropical muy difundido en el mundo y su cultivo ha
tenido un gran incremento en las Gltimas décadas. Muy alejada de las latitudes de origen
y difusion, Argentina con 3.000 ton se ubica en el 30° lugar en la produccion mundial,
siendo las principales provincias productoras Tucuman y Jujuy con el 96% de la fruta
comercializada en el pais y con amplias posibilidades de exportacion. (Foguet et al.,
1982).

El hongo Phytophthora cinnamomi Rand, responsable de la podredumbre de raices y
tronco ocasiona graves pérdidas a escala mundial (Yasseen,1993). En Argentina, las
areas productoras, especialmente en la franja pedemontana donde se radico el cultivo,
también han sufrido la pérdida casi total de sus plantaciones, causando serios problemas
econémicos (Foguet et al., 1982)

Un inconveniente en la propagacion vegetativa del palto (aguacate) es la dificultad de la
obtencidn rapida de material en grandes cantidades. En Tucuman, Argentina, la Unica



practica comercial empleada hasta la actualidad es la técnica de injertacion de pua
herbacea sobre portainjertos provenientes de semillas. Los portainjertos utilizados para
la multiplicacion de plantas de interés econdmico son variedades de raza mejicana, y
entre estas, algunas como Duke 7, resistente a P. cinnamomi. Sin embargo, la
propagacion de portainjertos a partir de semillas presenta inconvenientes originados por
la variacién en las caracteristicas morfoldgicas y la calidad de la produccion, como
también por la variabilidad genética, incluida la sensibilidad a P. cinnamomi. Con este
propdsito, en los Gltimos afios se ha puesto mucho interés en la multiplicacion in vitro
del palto (aguacate) a través de la micropropagacion a fin de asegurar la uniformidad del
material obtenido (Bhojwani et al., 1996). Esta técnica no es empleada aln a gran escala
en Argentina.

Una desventaja en el uso de esta técnica es la posibilidad de que se produzca un
pequerfio porcentaje de variaciones somaclonales (10%) en el material micropropagado,
lo cual deja sentado que el cultivo in vitro en si es una fuente de variabilidad (Litz
Jaiswal, 1991). Sin embargo, la multiplicacion de plantas mediante la proliferacion de
brotes axilares es el método de micropropagacion mas fiable en términos de estabilidad
genética del material obtenido. (Pliego-Alfaro y Barcel6-Mufioz, 1999).

En el caso del aguacate, el material propagado es lefioso y presenta baja respuesta a la
regeneracion al utilizar como explante tejidos que no son fisiolégicamente jovenes
(Pierik, 1987). El cultivo in vitro para esta especie esta todavia en sus inicios y es
necesario profundizar la investigacion en Argentina para establecer un protocolo
exitoso, que permita la regeneracion y propagacion del mismo.

Para lograr la puesta a punto de la técnica de micropropagacion de genotipos selectos de
portainjertos y obtener plantas tolerantes a P. cinnamomi, se debe hacer hincapié en
efectuar una minuciosa seleccion de las plantas donantes con reconocida tolerancia al
hongo y en el establecimiento de un banco de estas plantas a partir del material
seleccionado (Jiménez G., 1998).

Una herramienta util para obtener informacion acerca de la identidad de las plantas
donantes es utilizar marcadores moleculares como las isoenzimas. Por medio de la
electroforesis se puede revelar su polimorfismo molecular y confeccionar patrones de
bandas que corresponden a fenotipos electroforéticos derivados de la conformacién
genética de las plantas (Arias, 1994). Es decir que el uso de multiples formas
moleculares de las isoenzimas tiene como ventajas brindar una via posible que facilite la
interpretacion y el reconocimiento de variedades e hibridos intra e interespecificos
(Feldmann, 1985). En ese sentido la actividad de las peroxidasas juega un papel
importante en el palto (aguacate). Sanchez et al. (1993) citan que la actividad de las
peroxidasas puede estar asociada a la edad ontogénica de las plantas, ya que presentan
mayores valores en hojas jovenes respecto a hojas adultas. Mas adn, cuando se somete
el material adulto a tratamientos de rejuvenecimiento, los niveles de peroxidasas
también aumentan. Garcia et al. (1995) demuestran que el enraizamiento de estacas
lefiosas de este frutal depende de la edad del material, ya que trabajando con
microestacas juveniles observan que tienen mejor respuesta que las adultas. Para
Margara (1988), las peroxidasas estarian involucradas con los niveles de auxinas, pues
evaluando las variaciones del acido indol acético (IAA) durante el proceso de
enraizamiento se observa que éste es una sustancia sensible a los sistemas enzimaticos
de degradacion (IAA oxidasas y peroxidasas).



El objetivo del presente trabajo fue la identificacion de plantas donantes de portainjertos
de palto (mejicana y Duke 7) mediante la técnica de electroforesis de las isoenzimas de
peroxidasas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron portainjertos de palto (aguacate) de raza mejicana y Duke 7 cultivadas en
invernaculo, bajo condiciones ambientales y fitosanitarias controladas. Este material
proviene de plantas de un vivero comercial, de reconocida trayectoria en la provincia de
Tucuman, Argentina.

Las electroforesis se realizaron en la Cétedra de Genética de la Facultad de Agronomia
y Zootecnia de la Universidad Nacional de Tucuman.

Se eligieron tres plantas de entre 1 y 3 afios en cada portainjerto. Se seleccionaron las
hojas situadas inmediatamente por debajo del brote apical en que se conservaron a una
temperatura de -15°C en congelador hasta el momento de ser usadas. Se maceraron en
mortero enfriado 200 mg de las hojas con 1 ml de sacarosa 20%. Se centrifugd a 4.000
rpm durante 20 min. a 4°C y se sembro el sobrenadante a razon de 40 pul por muestra.

Cuadro 1: Composicion de los geles, buffers y condiciones de migracion usados en la electroforesis
de peroxidasas.

Table 1: Composition of the gels and buffers, and conditions of migration used in the peroxidase
electrophoresis.

BUFFER BUFFER VOLTAIE
GEL DEL GEL ELECTRODOS INTENSIDAD
DURACION
Poro Grueso (2,5 cm): Tris-HCI
Acrilamida 2,5 % 0,0617 M Poro Grueso:
Bis-Acrilamida 0,625 % 0,75 % 30 mA= Cte(~ 180 V)
Riboflavina 5x10™* % pH = 6,7 Tris : [Duracién : 30 min.
Sacarosa 20 % 0,00495 M
Glicina:
Poro Fino (8,5 cm): Tris-HCI 0,03836 M Poro Fino:
Acrilamida 9% 0,375 M pH=38,3 40 mA= Cte (~200V)
Bis-Acrilamida 0,157% 4,54% [Duracion: 3 - 3,5 h.
Persuflato de NH, 0,30% pH=8,9

Modificada de Feldmann. 1984.

La electroforesis se llevo a cabo en gel de poliacrilamida (Ornstein, 1964; Davis,1964)
en un sistema de buffers discontinuo (Feldmann, 1985) adaptado para electroforesis
vertical. En el Cuadro 1 se indican la composicién de los geles y de los tampones asi
como las condiciones y el tiempo de la experiencia. Para el revelado se utilizd o-
dianisidina (Brewbaker et al., 1968).



Se hicieron tres repeticiones y los patrones (zimogramas) de las muestras se
confeccionaron dando el numero 1 a la banda mas rapida. Se calcularon sus rf como el
valor de la migracién de cada banda con relacidn al frente de la corrida electroforética.

Cuadro 2: Valores de rf correspondientes a las bandas electroforéticas de peroxidasas
de dos tipos de portainjerto de P. americana Mill.

Table 2: Reference values corresponding to the peroxidase electrophoresis bands of
two types of rootstock of P. americana Mill.

Banda Rf
Mejicana Duke 7

1 4.2 1,6
2 3.9
3 3.4
4 3.1
5 2.6
6 2.3
7 1.9
8 1.7
9 1.6
10 1.2

11 1,0

Figura 1: Electroforesis de peroxidasas de dos tipos de portainjertos de P. americana Mill. 1,3y 5
variedad mejicana; 2, 4 y 6 variedad Duke 7.

Figure 1: Peroxidase electrophoresis of two types of rootstock for P. americana Mill. 1, 3 and 5
Mexican variety; 2, 4 and 6 Duke 7 variety.



RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la utilizacion de la electroforesis se logré la identificacion de los dos
portainjertos empleados, por sus diferentes perfiles de las isoenzimas de las peroxidasas.

En la Figura 1 se observa la electroforesis en gel de poliacrilamida de isoenzimas de
peroxidasas de las tres plantas seleccionadas de cada variedad de portainjerto.

El analisis de los zimogramas (Figura 2) obtenidos a partir de la electroforesis de las
isoperoxidasas (Figura 1) indica la presencia de ocho bandas para la variedad mejicana
distribuidas entre las regiones catddica y anoddica y tres bandas claras y definidas
situadas en la regién catodica para Duke 7.
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Figura 2: Zimograma de isoenzimas de peroxidasas en dos tipos de portainjerto de P. americana Mill.
Figure 2: Zymogram of peroxidase isoenzymes of two types of rootstock for P. americana Mill.

Los rf correspondientes a ambas variedades se muestran en el Cuadro 2.

Numerosos autores han usado la electroforesis de isoenzimas para la identificacion
taxondmica: Hart y Bhatia (1967) de especies de Nicotiana; Saidman y Naranjo (1982)
en tres poblaciones de Prosopis sp; lIglesias et al. (1974) lograron diferenciar en la
progenie de Citrus provenientes de cultivo in vitro, plantines cig6ticos de los nucelares



y Thom y Maretzki (1970) identificaron clones de cafia de aztcar (Saccharum sp.) por
el patron de sus isoenzimas. En algunos casos es necesario confeccionar el perfil de dos
(Thom y Maretzki 1970; Schugurensky y Diaz 2001) o varias isoenzimas (Hart y Bhatia
1967) para identificar genotipos. En otros casos, como el presentado en este trabajo, el
polimorfismo caracteristico de un sistema isoenzimatico basta para la diferenciacion de
variedades (Saidman y Naranjo 1982).

CONCLUSIONES

Del andlisis de los resultados se concluye que los datos aportados por electroforesis de
isoenzimas de peroxidasas permiten fijar patrones de identificacion varietal a fin de
determinar la estabilidad genética del material utilizado como banco de plantas
donantes.

Aunque las técnicas del cultivo de tejidos pueden provocar un 10% de variabilidad en
las plantas obtenidas por micropropagacion, las isoenzimas de las peroxidasas pueden
ser empleadas como marcadores biogquimicos fiables que permitiran seleccionar
aquellas que no presenten variabilidad.
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