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Resumen

La pina o Ananas (Ananas comosus (L..) Merrill) es una planta herbacea,
perenne que pertenece a la familia Bromeliaceae. Con el objetivo de obtener hue-
llas moleculares de cada entrada de la coleccién de Ananas del Centro Nacional
de Conservacion de los Recursos Genéticos, se aplicé la técnica de electroforesis
de isoenzimas con cuatro sistemas isoenzimaticos: Fosfoglucomutasa,
Fosfoglucoisomerasa, Alfa Esterasa y Peroxidasa. Se evaluaron 158 entradas,
correspondientes a 789 individuos de la coleccién. La identificacion de los patro-
nes para cada sistema isoenzimatico se realiz6 considerando la posicién y el na-
mero de bandas. Al organizar los patrones de banda de cada sistema isoenzimatico
para las diferentes entradas del género Ananas, permitié evidenciar un total de
278 patrones generales informativos. Esta técnica permitié caracterizar todos
los individuos de cada entrada. La especie Anands comosus variedad comosus,
presentd el mayor nimero de patrones; posiblemente debido al nimero de mues-
tras usadas para caracterizar esta especie.

Palabras clave: Caracterizacion, isoenzima, coleccién, Anands.

Recibido el 9-1-2007 ® Aceptado el 30-4-2007
Autores para correspondencia e-mail: dirodriguez@minamb.gov.ve. mpaez@minamb.gov.ve;
cmcramis@yahoo.es; adiape@cantv.net; lisruiz8@hotmail.com

20



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2007, Supl. 1: 20-26

Abstract

Ananas comosus (L..) Merrill) is a perennial herbaceous, belongs to the
family Bromeliaceae-. With the purpose to obtain molecular fingerprints of every
entry of the collection of pineapples preserved in field of the National Center of
Conservation of the Genetic Resources, the electrophoresis of isoenzymes
technique was applied with four isoenzymatics systems: Phosphoglucomutase
(PGM), Phosphoglucoisomerase (PGI), Alpha Esterase (Est) and Peroxidase
(PER). 158 incomes were evaluated, corresponding to a whole of 789 individuals
of the collection. The pattern identification of each isoenzymatic system was
accomplished by taking into account the bands number and position. When
organizing the band patterns of each isoenzymatic system for the different
incomes of Ananas genus, it allowed to evidencing a whole of 278 informative
general patterns. This technique let us to characterize every individual of each
income. The specie Ananas comosus variety comosus have the major pattern
number; possibly due to the samples number used to characterize the species.
Key words: Characterization, isoenzyme, collection, Ananas.

Introduccion
La pina o Ananas (Ananas 322.768 toneladas métricas.

comosus (L..) Merrill) es una planta Al aplicar el concepto estrecho
herbacea, que pertenece a la subclase de especie (3) no encontraron diferen-
de las Liliopsidae (Monocotiledoneas), cias fundamentales con respecto al
y al orden Poales, familia sistema reproductor o historia evolu-
Bromeliaceae y subfamilia tiva entre las especies descritas en la
Bromelioideae (3). Es la mas impor- clasificacion de Smith y Downs (5). De
tante fruta americana y la tercera fru- esta manera, se proponen una
ta tropical después de la banana y el reclasificacion donde el género
mango (2). Es cultivada en todas las Ananas contiene dos especies: A.
regiones tropicales y subtropicales del macrodontes y A. comosus, ésta 1lti-
mundo. Segtun la FAO, existen seten- ma con cinco variedades silvestres:
ta paises dedicados a la produccién de Ananas comosus var. ananassoides
pifia y entre ellos los mayores produc- (A. ananassoides y A. nanus); Ananas
tores son Brasil y Tailandia con una comosus var. bracteatus (A. bracteatus
produccién promedio anual de dos y A. friztmuelleri); Ananas comosus
millones de toneladas, seguido de Fi- var. comosus (A. comosus); Ananas
lipinas, Costa Rica y China y una pro- comosus var. erectifolius (Ananas
duccién mundial para el afio 2004, de lucidus y A. erectifolius); Ananas
16.9 millones de toneladas. En nues- comosus var. parguazensis (A.
tro pais, Segtun la FAO, 2004 la su- parguazensis) (3).

perficie cultivada de pina fue de La caracterizacion bioquimica y
16.256 ha con una produccién de molecular ofrece una serie de venta-
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jas, entre ellas la de ser una alterna-
tiva para identificar y estimar la di-
versidad genética (6), entre ellas se
encuentra trabajos realizados en pina
(1, 4) y por lo tanto ayudar a estable-
cer criterios para mejorar la
representatividad de las mismas. El
objetivo del presente trabajo fue la
caracterizacién genética de las espe-

cies Ananas comosus var comosus,
Ananas comosus var ananassoides,
Ananas comosus var parguqzensis,
Ananas comosus var. bracteatus,
Ananas comosus var. erectifolius, con-
servadas en campo en el Centro Na-
cional de Conservacién de los Recur-
sos Genéticos (CNCRG).

Materiales y métodos

Material vegetal: La coleccién
se encuentra ubicada en las instala-
ciones del Centro Nacional de Conser-
vacién de los Recursos Genéticos, ads-
crito a la Oficina Nacional de Diver-
sidad Biolégica del Ministerio del Po-
der Popular para el Ambiente, ubica-
do en El Limén, municipio Mario
Briceno Irragori, estado Aragua, Ve-
nezuela, a 10°1840.1" Ny 67°38°36.7"
0O, a una altura de 517 msnm y con
una temperatura que oscila entre los
24 a 32° C. La coleccién esta confor-
mada por un total de 190 entradas,
de cuales se evaluaron 158, que co-
rresponden a 789 individuos. Estos
materiales provienen de donaciones
particulares, donaciones de otras ins-
tituciones nacionales e internaciona-
les, y colectas de campo.

Se seleccionaron aquellas entra-
das que presentaban el mayor ntime-
ro de individuos en campo (entre 3 y
7), asi como algunas entradas que se
encontraban en el vivero. Los mate-
riales estudiados son los siguientes:
Ananas comosus var. comosus, A.
comosus var. ananassoides,
A.comosus var. parguazensis, A.
comosus var. bracteatus, A.comosus
var. erectifolius 'y Ananas
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macrodontes.

Extraccion: Se utilizaron 100
mg de tejido basal de la cuarta hoja
en desarrollo (en sentido acrépeto). La
extraccion se realizé con Tris Citrato
0,1 M pH: 8.0 (tampdn de extraccion)
en la proporcion tejido: tampédn 1:1.
Se empled una capa de papel de filtro
Whatman N° 3, de 4 x 8 mm que se
colocé en el macerado por 5 min.
aproximadamente para procurar una
mayor absorcién. Para los geles de
poliacrilamida el extracto fue clarifi-
cado por centrifugacién a 5.000 rpm
por 5 min. a 4°C (Centrifugadora
Hermle 7233MK-2, Modelo
A12M15HTS). Posteriormente el
sobrenadante fue almacenado en un
refrigerador hasta el momento de su
utilizaciéon. Se tomaron 100 pl del
sobrenadante a los que se le agrega-
ron 12 ul de glicerol para aumentar
su viscosidad y 5 pl de colorante azul
de bromofenol para poder visualizar
el frente de corrida.

Migracion: Los geles se prepa-
raron al 11% con almidén hidrolizado
de papa (Sigma Chemical Co.) utili-
zando los siguientes tampones del gel
- electrodo: histidina — citrato pH 5,7
y morfolina-citrato pH 6,1. Al siguien-
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te dia, el gel se enfri6 en la nevera a
4°C por una hora, previo a la carga
de las muestras. Posteriormente, los
trozos de papel de filtro con el extrac-
to se cargaron sobre un corte trans-
versal hecho en el gel a cinco centi-
metros del borde catddico. Se sometid
el gel a una corrida por 25 min.
(precorrida) y una vez terminada, se
retiraron los papeles, iniciAndose una
corrida de duracién variable (4 a 5
horas) segun el sistema tampén gel —
electrodo en uso. De igual manera se
hicieron geles de poliacrilamida a con-
centraciones discontinuas al 6% gel
compilador (GC) y 10% gel separador
(GS). Los geles polimerizados se colo-
caron en una camara de electroforesis
(BIORAD) donde se utilizé Tris
Glicina a pH 8,3 como tampén de co-
rrida.

La electroforesis en geles de al-
midén fue conducida a 200 V constan-
tes para histidina citrato y 35 mA
constantes para morfolina- citrato. La
temperatura del gel durante el proce-
so se mantuvo entre 4 a 6°C. En geles
de acrilamida se utiliz6 condiciones de
60 - 80 V, a 20 mA constantes.

Revelaciéon enzimatica: Al
terminar la corrida, cada gel de almi-
dén se reband horizontalmente,
obteniéndose tres rebanadas efectivas
para la revelacién (excluyendo la capa
superior). Se probaron 4 sistemas
enzimaticos, y la preparacién de las
soluciones de revelado se realiz6 se-
gun el protocolo de Garcia (3), con li-
geras modificaciones: Alfa esterasa (a-
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EST; EC 3.1.1.1.1): 25 mg Fast blue
RR, 50 ml tampén fosfato pH 6,3 y 25
mg a- naphtyl acetate. Peroxidasa
(PER; EC 1.11.1.7): 25 mg carbazole
diluidos en 2 ml p N,N dimetil
formamide, 50 ml Na- acetato de sodio
pH 5 50 mM; 50 mg CaCLZ2, y 250 ul
H,0, (3%), Fosfoglucomutasa (PGM;
EC 2.7.5.): 50 mL tris 0,1 M pH 8,0; 2
ml MgCL, (10%); 12, 5 mg glucose 1-
phosphate; 10 mg MTT; 8mg ul
NADP; 3 mg PMS y 30 ul glucose 6-
phosphate deshidrogenase.
Fosfoglucoisomerasa (PGI) Tris 0.1 M,
pH 8.0 100 m; MTT 20 mg; NADP 8
mg; PM 6 mg; Fructosa-6-fosfato 20
mg; Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
30 mL.

Registro electroforético: Una
vez revelado el gel para cada sistema,
se procedié a visualizar las bandas en
el transiluminador. Se hizo un regis-
tro cualitativo basado en la presencia
o ausencia de bandas. Cada banda se
identificé de acuerdo a su movilidad
relativa (Rf), calculada mediante las
expresiones siguientes:

Para geles de acrilamida: Rf
Migracién de la banda (cm) / Frente
de migracién (cm)

Para geles de almidén: Rf = Mi-
gracién de la banda (cm) / Banda de
referencia del genotipo patrén (cm)

Como huella digital de cada uno
de los 789 individuos silvestres y cul-
tivados del género Ananas fue consi-
derado el patrén de bandas que pre-
sent6 dicho individuo para el conjunto
de sistemas enzimaticos registrados.
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Resultados y discusion

Polimorfismo isoenzimatico:
Las enzimas fosfoglucoisomerasa
(PGI), fosfoglucomutasa (PGM), alfa
esterasa (a Est), y Peroxidasa (PER),
fueron usadas para caracterizar la
colecciéon de Ananas, por presentar
mayor resolucion. Los dos Gltimos sis-
temas fueron los que presentaron
mayor polimorfismo.

En la figura 1 se muestran geles
de las enzimas estudiadas PGM, PGI,
(Est y PER, para 128 individuos, asi
como su movilidad relativa. Las
enzimas Peroxidasa, y (esterasa pre-
sentaron 28 y 17 patrones, respecti-
vamente. Estudios realizados encon-
traron variacién genética dentro y
entre las especies de Ananas con sie-
te sistemas enzimaticos (ADH, PGI,
PGM, SKD, PER, TPI y EST) con un
total de 161 entradas (1).

La identificacién de las diferen-
tes entradas se realiz a través de la
identificacién de los patrones para
cada sistema isoenzimatico en donde
se considerd la posicion y el nimero
de bandas. Una vez identificados los
patrones de bandas de cada sistema
isoenzimatico, se procedié a ubicar a
cada individuo (789 individuos) en un
determinado patrén, lo cual corres-
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ponde a su huella digital.

Al organizar los patrones de
banda de cada sistema isoenzimatico
para las diferentes variedades y es-
pecies silvestres del género Ananas,
se observé que existe un mayor nua-
mero de combinaciones de patrones
dentro que entre las variedades, es-
pecialmente en Ananas comosus va-
riedad comosus, que presentd el ma-
yor numero de patrones; posiblemen-
te debido al nimero de muestras usa-
das para caracterizar la especie (585
de un total de 789 individuos evalua-
dos); asi mismo, presentd el mayor
numero de patrones Unicos. Garcia
(1988) estudié 177 genotipos y 10 sis-
temas enzimadticos entre ellas PGM,
PER, en los cuales encontré un alto
polimorfismo (80-100%), con una fuer-
te heterocigosis.

Se present6 un total de 278 pa-
trones generales de los 789 individuos
estudiados para las cuatro enzimas
analizadas (EST, PGM, PGI y POX),
en donde cada una de esas enzimas
presentaron 17, 13, 16 y 28 patrones,
respectivamente; lo que implica la
gran variabilidad genética existente
en la coleccién.
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Figura 1. Representacion geles: A. PGM; B. PGI; C. EST; D. POX, con su

movilidad relativa

Conclusiones

Los sistemas isoenzimaticos
peroxidasa y alfa esterasa presenta-
ron mayor polimorfismo.

Las enzimas méas importantes
en la caracterizacion de los materia-
les de Ananas fueron PER y 4 EST
por cuanto fueron los que presenta-
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ron el mayor nimero de patrones
isoenzimaticos.

Se evaluaron un total de 158
entradas correspondientes a 789 in-
dividuos, de la coleccidén, los cuales
presentaron 278 patrones
electroforéticos generales
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