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Resumen

Se han utilizado isoenzimas para caracterizar 20 cultivares de chirimoyo
(siete de ellos espanoles) del banco de germoplasma de la E.E. "La Mayora".
Se han analizado 15 sistemas isoenziméticos, de los cuales 11 Presentan
variacién: alcohol deshidrogenasa (ADH EC 1.1.1.1), glutamato oxalacetato
transaminasa (GOT EC 2.6.1.1), isocitrato deshidrogenasa (IDH EC 1.1.1.42).
leucil aminopeptidasa (LAP EC 3.4.11.1), malato deshidrogenasa (MDH EC
1.1.1.37), enzima malico (ME EC 1.1.1.40), fosfoglucosa isomerasa (PGI EC
5.3.1.9), fosfogluco mutasa (PGM EC 2.7.5.1), siquimato deshidrogenasa (SKD
EC 1.1.1.25), superéxido dismutasa (SOD EC 1.15.1.1) y Triosa fosfato
isomerasa (TPI EC 5.3.1.1); tres se muestran como invariables: fosfatasas
dcidas (ACP EC 3.1.3.2), Diaforasa (DIA EC 1.6.4.3) y 6—fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGD EC 1.1.1.44) y uno no muestra suficiente actividad:
Glutamato deshidrogenasa (GDH EC 1.4.1.2). En total se han computado 26
genes, de los cuales 15 son polimérficos.

La cultivares analizados muestran una alta diversidad genética (H =
0,224), lo que Supone que el banco de germoplasma recoge buena parte de los
recursos genéticos del cultivo.

Se ha conseguido caracterizar individualmente a todos los cultivares
analizados, excepto Campas y Campas Mejorada, dos cultivares espafoles, que
presentan idéntico patrén electroforético para todos los isoenzimas, lo que
posiblemente sea debido a que realmente sean el mismo cultivar.

Palabras Clave: Annona cherimola, diversidad genética, banco de germoplas—
ma, recursos genéticos.

abstract

Twenty cherimoya cultivars, seven Spanish among them, from a germoplasm
bank at E.E. "La Mayora" has been characterized by analysis of 15 isozyme
systems, 11 of them showing variations: ADH, GOT, IDH, LAP, MDH, ME, PGI,
PGM, SKD, SOD and TPI; 3 are invariable: ACP, DIA and 6-PGDH; finally, GDH
does not show enough activity. A total of 26 genes have been computed, 15
of them being pPolymorphics. The cultivars show a great genetic diversity
(H=0.224), which means that the germoplasm bank include most of the genetic
sources for this crop. Individual characterization of cultivars has been
carried out, but Campas and Campas Mejorada, two Spanish cultivars have
identical electrophoretic pattern for all enzymes analyzed, suggesting that
they may be the same cultivar.

Keywords: Annona cherimola, isozymes, cultivar identification, genetic
diversity, genetic resources.
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1. Introduccién

Al chirimoyo (Annona cherimola Mill) es un arbol originario de las zonas
subtropicales de los valles interandinos de Perti y Ecuador. En la
actualidad Espafa es el primer productor a nivel mundial de sus frutos, y
su cultivo tiene gran importancia econémica en las zonas de produccién (la
franja costera de Malaga y Granada) .

Existen numerosos cultivares (cv.) de chirimoyo propagados vegeta—
tivamente y que son polimérficos para diversas caracteristicas pomoloégicas
de gran interés en fruticultura (Ellstrand and Lee, 1987) .

Tradicionalmente se han venido usando caracteristicas morfolégicas y
fisiolbgicas para la identificacién de los cv. Sin embargo este tipo de
marcadores se ven muy influenciados por las variables ambientales, por lo
que su empleo en caracterizacién varietal es limitado.

1.0s isoenzimas se han utilizado ampliamente en la identificacién y
catalogacién de cv. de numerosas especies de interés horticola (Weeden,
1989; Torres et al., 1985). En chirimoyo, Ellstrand and Lee (1987) han
identificado quince cv. californianos mediante el uso de ocho sistemas
isoenziméticos.

Los objetivos del presente trabajo son fundamentalmente dos: 1)
caracterizar a nivel isoenzimatico una parte de los cv. del banco de

ermoplasma de la E.E, "La Mayora", incluyendo a 7 cv. espafioles; y 2)
establecer el grado de diversidad genética que presenta la coleccién.

2. Material ¥ Métodos

Se han estudiado 50 cv. de chirimoyo, siete de ellos de origen espafiol:
Ccampas (ca), Campas Mejorada (CM), Fino de Jete (FI), Manteca (MA) , Negrito
(NE) , pinchudo (PC) ¥y Pina (PN); tres procedentes de Bolivia: Bolivia
seedling $1, #2 y #3 (Bl, BZ, B3); tres de Chile: Chilena (CL), Corazén
(CR) ¥ Espinosa M (EM) ; tres de EE.UU.: Bays (BA), Booth (BH) ¥y White (WH);
otros tres de Peru: Cumbe (CU), Seleccién Peru 78 (P78) vy Pert 410-16
(p410) ; ¥ POT 4ltimo un cv. de Costa Rica: Salmon (sA) .

Los cv. han sido seleccionados tratando de estudiar una muestra
heterogénea, € intentando tener representantes de todos los paises de
procedencia disponibles en ese momento en el banco de germoplasma.

se han realizado extractos de semillas y hojas joévenes mediante
homogeneizacién en un politron y posterior centrifugacién en una centrifuga
Beckman microfuge, usando el tampén de extraccién Tris—HC1l de Soltis et al.

83) .

(IQSe)han empleado las técnicas habituales de electroforesis en geles
horizontales de almidén (concentracién del 10%) vy minigeles de poliacrila-
mida (T=10% C=5%) .

Al finalizar las electroforesis los geles de almidén eran cortados en
1aminas Y tefiidos especificamente para diversos sistemas isoenzimati-
cos:fosfatasas 4cidas (EC 3.1.3.2), alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1),
diaforasa (EC 1.6.4.3), glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.2), glutamato
oxalacetato transaminasa (EC 2.6.1.1), Aisocitrato deshidrogenasa (EC
01.1.42). leucil aminopeptidasa (EC 3.4.11.1), malato deshidrogenasa (EC
1.1.1.37), enzima malico (EC 1.1.1.40), 6 fosfogluconato deshidrogenasa (EC
1.1.1.44), fosfoglucosa isomerasa (EC 5.3.1.9), fosfogluco mutasa (EC
2.7.5.1), siquimato deshidrogenasa (EC 1.1.1.25), superdxido dismutasa (EC
1.15.1.1) y triosa fosfato isomerasa (EC 5.3.1.1). Se han seguido las
técnicas de tincién de Soltis et al (1983) para todos las enzimas salvo
para la SOD que se ha empleado el sistema de tincién de Beauchamp and
Fridovich (1971).

La interpretacién de los patrones electroforéticos se ha realizado en
base a los controles genéticos establecidos por Lee & Ellstrand (1987) ¥y
al estudio de progenies en cruzamientos dirigidos (perfectti, 1992). La
nomenclatura de las zonas de actividad, genes y alelos se ha realizado de
acuerdo a los trabajos previos de Ellstrand and Lee (1987).

Tres pardmetros se han calculado como medida de 1la variabilidad

oy
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genética: la proporciétn de loci polimérficos, riqueza alélica y la
diversidad genética (Nei, 1987).

3. Resultados

De los 15 sistemas isoenzimaticos analizados, tres no muestran
variabilidad. Es el caso de las fosfatasas Aacidas (ACPH), la diaforasa
(DIA) y la 6—fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD). La ACPH muestra cuatro
zonas de actividad, pero tnicamente la zona ACP-2 muestra la suficiente
resolucién y constancia para ser interpretada como producto de un gen
monomérfico, la DIA aparece como codificada por un gen monomérfico y la
6PGD muestra, en nuestros geles, una unica zona de actividad sin variacién
que se corresponde con los productos del gen 6Pgd—2, descrito por Ellstrand
and Lee (1987).

La glutamato deshidrogenasa no presenta la suficiente actividad como
para ser interpretada y por ello no se ha utilizado en la cuantificacién
de la diversidad genética. El patrén de bandas que presenta es similar al
de otras plantas, como el caso de Vitis (Loukakis and Roubelakis—Angelakis,
1991) o Lupinus (Ratajczak et al, 1989) )

Los restantes sistemas isoenzimaticos muestran al menos un gen
polimérfico. Asi la alcohol deshidrogenasa (ADH) muestra una unica zona de
actividad codificada por un gen (Adh-1l) polimérfico con dos alelos.

La glutamato oxalacetato transaminasa (GOT) muestra tres zonas de
actividad. La mé&s catodal, GOT-1, estd codificada por un gen polimérfico
(Got—1) que presenta cuatro alelos en estos cv. La zona intermedia (GOT-2)
también esta codificada por un gen variable, en este caso con dos alelos.
Por ultimo GOT-3, (la mds.anodal) aparece como una banda de igual movilidad
en todos los cultivares analizados. En total encontramos once patrones de
bandas diferentes para este sistema isoenzimético.

La isocitrato deshidrogenasa (IDH) de chirimoyo esté& producida por dos
loci, uno de ellos variable (Idh-2). Este gen presenta en los cv. aqui
analizados tres alelos diferentes, aunque en otros cv. se ha descrito un
cuarto alelo.

Para la leucil aminopeptidasa (LAP) encontramos tres zonas de actividad
codificadas por tres loci. El1 mds catodal, Lap-l, es polimérfico,
presentando dos alelos.

La malato deshidrogenasa (MDH) aparece codificada por dos loci, Mdh-1
polimérfico con tres alelos y Mdh-2 monomérfico.

La enzima malico (ME) de chirimoyos aparece en nuestros geles como una
zona de actividad producida por el gen Me-1l que presenta dos alelos.

La fosfoglucosa isomerasa (PGI) muestra dos genes: Pgi-2, el mads anodal,
monomérfico y Pgi-1l, variable. Este ultimo locus presenta, en esta
seleccién de cv., cinco alelos, uno de ellos nulo, habiéndose encontrado
otras dos formas alélicas en los cultivares californianos estudiados por
Ellstrand and Lee (1987).

La fosfoglucomutasa (PGM) presenta la particularidad de que la zona de
actividad que aparece, con hasta cuatro bandas, estd codificada por dos
genes, de tal forma que las movilidades extremas son producidas por el gen
Pgm-1, y los electromorfos de movilidad intermedia por el locus Pgm-2.
Ambos genes son polimérficos y presentan dos alelos. En total se observan
cinco genotipos diferentes en los cv. analizados.

La siquimato deshidrogenasa (SKD) de chirimoyos muestra de dos a tres
bandas, de tal forma que el electromorfo mas anodal parece codificado por
un gen monomérfico (Skd-2) y las dos bandas m&s catodales por el locus
polimérfico Skd-1. Este ultimo gen presenta dos alelos y muestra una
segregaci6on distorsionada que se ajusta a la proporcién 1:2 en los
cruzamientos de los individuos heterocigotos, posiblemente debido a que
este ligado a un gen letal.

La metaloenzima superéxido dismutasa muestra un patrén de bandas
relativamente complejo, con hasta cinco zonas de actividad. Las tres mas
catodales no muestran la suficiente actividad y/o constancia como para ser
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interpretadas. Sin embargo las zonas 4 y 5 parecen estar codificadas,
respectivamente por Sod-4, monomérfico, y por Sod-5, variable con dos
alelos y que no muestra actividad en la semilla. Las isoenzimas Cu-2Zn-SOD
son inhibidas por el CN e inactivadas por el H,0,, no siendo afectadas las
Mn-SOD. Con el empleo de estos inhibidores, hemos podido identificar las
sod—4 y Sod-5 como isoenzimas Cu-zn-SOD y a SOD-1 y SOD-2 como Mn-SOD.
por ultimo, la triosa fosfato isomerasa (TPI) muestra tres zonas de
actividad. Las de mayor y menor movilidad est&n codificadas por dos genes
polimérficos (Tpi—-3 y Tpi-1 respectivamente) con dos alelos. La zona de
movilidad intermedia, denominada TPI-Z, esta producida por los heterodime-—
ros intergénicos entre los productos de los genes Tpi-1 y Tpi-2. Los
homodimeros de este Gltimo gen presentan escasa actividad y por ello no se
ponen de manifiesto habitualmente en los geles tefiidos para la TPI (Patty
et al, 1987). Tpi-2 muestra dos alelos. El genotipo para este gen puede
determinarse a partir de los patrones de bandeo de la zona TPI-Z.

Los 14 sistemas enzimaticos analizados, todos a excepcién de la GDH,
estan codificados por un minimo de 26 loci, 15 de ellos polimérficos. La
tabla 1 muestra los genotipos que presentan los veinte cultivares
analizados para estos loci polimérficos.

La variabilidad presente en la coleccién se ha estimado con los tres
parametros. La proporcién de loci polimérficos o polimorfismo (R), que en
este caso tiene un valor de 57.69 %, la riqueza alélica (A) igual a 1.85
alelos/locus y por la diversidad genética (Nei, 1987) D = 0.224.

4, Discusién

De los 15 sistemas isocenzimdticos ensayados hemos conseguido una
resolucidén y actividad aceptables para 14, todos a excepcién de la GDH. De
estos sistemas enzimAticos tan solo tres se muestran totalmente invariables
(ACPH, DIA, 6PGD), por lo que no son utiles en identificacién varietal.

En total se han computado 26 genes, de los que 15 son polimérficos,
presentando de dos a cinco alelos por locus, con una media de 2.47
alelos/locus. Pero la mayoria de estos genes (el 73%) muestran poca
variabilidad ya que solo presentan dos alelos. Unicamente MDH e IDH con
tres alelos, GOT con cuatro y PGI con cinco, muestran mas de dos formas
alélicas.

Si estos datos los referimos a los cultivares espafioles encontramos un
menor numero de genes polimérficos: doce, el 46.15% (que representa un 10%
menos que para la totalidad de los cv. estudiados). Ademds estos loci
variables muestran menor numero de alelos, con una media de 2.25 alelos/lo—
cus.

La diversidad genética que presenta la coleccién es relativamente alta.
Si se compara los pardmetros utilizados para medir la variabilidad:
Polimorfismo (P), Riqueza alélica (A) y Diversidad genética (D), de la
coleccién y las medias para todas las plantas o para las plantas cultivadas
(Doebley, 1989), observamos que nuestros valores de variabilidad son
mayores (Tabla II).

En general se aprecia que la coleccién de chirimoyos presenta una alta
variabilidad, tal como revelan los pardmetros P y H. La diversidad genética
es alta y, a falta de un estudio de poblaciones naturales de chirimoyos,
puede considerarse que la coleccién representa considerablemente bien la
diversidad genética presente en el cultivo.

Sin embargo el valor de A es pequefio en relacién a la media para las
plantas cultivadas, esto puede entenderse si se tiene en cuenta que la
riqueza alélica es muy dependiente del n?® de individuos analizados, por eso
puede esperarse que, al estudiar mas cv., este valor aumente.

El grado de diversidad que tiene un cultivo es funcién del método de
domesticacién, de su sistema de cruzamiento y del método de su mantenimien-—
to. Para el chirimoyo, un &rbol cuyas variedades se transmiten por acodo
e injerto y que no ha sido sometido a programas de mejora, se puede suponer
que en cierta medida su diversidad no varia mucho de la de las poblaciones
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naturales.

Con los genotipos para los 26 loci se puede discriminar casi 1la
totalidad de los clones incluidos en este estudio. Unicamente dos
cultivares se muestran indiferenciables: Campas y Campas Mejorada, los
cuales presentan genotipos idénticos para todos los genes estudiados., lo
que concuerda con la similitud morfolégica general existente entre ellos
(Gonzalez, 1991). Podriamos suponer que CM podria ser un plantén (seedling)
de CA con igual genotipo que la planta madre, una posibilidad que tiene una
probabilidad pequefia. También podria tratarse de un mutante para algun gen
no isoenzimitico. Pero nosotros pensamos que CM es el mismo cultivar que
CA, y que posiblemente descienda de algin &rbol con caracteristicas
especialmente favorables de este ultimo cv., habiéndose propagado
vegetativamente con el nombre de Campas Mejorada. Esta similitud genética
entre CA y CM es confirmada por la semejanza en caracteres fisiolégicos y
morfoldgicos cuando ambos cv. son cultivados en la misma parcela, bajo
condiciones ambientales similares.

Ellstrand and Lee (1987) habian estudiado diversos cultivares de
California, entre ellos White, Bays y Booth, y de otros paises como Salmén
y Fino de Jete. Los genotipos que hemos obtenido para estos cv. concuerdan
con los de estos investigadores, salvo en el caso del cv. WH para la Pgm-2
donde Ellstrand and Lee (1987) encuentran un genotipo 13.

Los cv. espafioles pueden ser facilmente identificados entre si por el
analisis de unicamente dos sistemas isocenzimaticos: GOT y TPI, o GOT e IDH,
o TPI y PGM. Campas y Fino de Jete, los cv. mas cultivados en Espaina,
pueden ser identificados entre si mediante el uso de la GOT o la PGM, pues
eStos cv. son tan semejantes que tan solo se diferencian en dos de los 26
genes estudiados.

Los demads cultivares pueden ser diferenciados con algunos de los
sistemas enzimaticos empleados. Con solo tres enzimas, caso por ejemplo de
la GOT, TPI y MDH, se puede discriminar entre todos los cv. estudiados, con
excepcién de Campas y Campas Mejorada. !
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Tabla I. Genotipos de los cultivares analizados para los loci polimérficos

| Adh-1 I Got-1 ] cal-?l m.—zl Lap-1 , Mdn-1 I Me-1 ' Pgi-1 I roa-1 l Pem 2 ] Skd-1 I S0d-5 l Tpi-1 I p1-2 ] Tp1-3 I

(=23 12 3 22 22 12 11 11 a4 11 11 12 22 11 11 12
F1 12 24 22 22 12 n 11 4 11 12 12 22 1 1 12
HA 12 24 12 22 12 % 3 11 25 11 12 22 22 11 1n 11
HE 12 44 22 21 11 11 11 44 1n 11 12 22 11 12 12
PC 12 24 22 24 12 12 11 44 11 12 12 22 12 12 12
A 22 4 22 22 12 1 1n 26 1 11 22 22 1 1 1
Bl 11 13 12 22 22 1 11 66 11 11 22 22 22 22 11
B2 12 13 12 22 22 11 22 66 12 12 22 22 12 22 12
B3 11 13 11 22 22 11 11 66 12 12 22 22 22 22 11
CR 22 a3 22 24 12 1 12 €6 11 11 22 22 22 22 22
M 12 13 22 24 12 12 22 66 11 11 22 11 11 12 22
cu 22 3 22 24 22 12 12 56 11 11 22 22 11 22 22
;410 12 12 22 22 22 11 11 4 % § 12 12 22 n 11 12
P70 12 23 22 24 22 11 12 4 1 11 22 12 11 12 12
BA 12 k1] 22 24 11 11 12 Sn 11 11 22 22 11 12 22
BE 22 13 12 22 12 12 22 56 11 22 22 22 11 22 22
WE 12 23 22 12 22 11 11 26 12 11 22 22 12 22 12
SA 22 34 12 22 22 13 12 44 11 12 22 22 11 22 22

|m—1 l Got-1 lce:—z I m\-zl Lap-1 I Hdh-1 l He-1 l rg1-1 l rea-1 I Pom-2 l skd-—ll Sod-5 l Tpi-1 l Tp1-2 l Tpl—l—l

Tabla II. Diversidad genética

Polimorfismo Riqueza alélica Diversidad

Coleccién chirimoyos 57.69 1.85 0.224
Plantas cultivadas 49 2.15 0.19
Todas las plantas 34.2 1.69 0.113
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