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SINTESIS

En este trabajo se ha intentado evaluar la aplicación de la electroforesis
de proteínas en gel de acrilamida para la identificación de agrios.

Para ello se han elegido el naranjo amargo (C. aurantium), el mandarino
Cleopatra (C. reticulata) y el citrange Troyer (híbrido de C. sinensis var.
Washington navel X Poncirus trifoliata) utilizados los tres como patrones
en el cultivo de los agrios,

El trabajo se ha llevado a cabo en árboles jóvenes y adultos de cada uno
de ellos, estudiándose los electroforegramas de extractos proteicos de hojas y
de cortezas.

INTRODUCCION

El descubrimiento de que los electroforegramas de extractos proteicos de
algunas plantas son característicos de la especie e incluso a veces de la va-
riedad es de gran importancia para la clasificación taxonómica y para la iden-
tificación de vegetales.

En 1964 Fox et al., comparando las albúminas de semillas de algunas
especies de leguminosas, encontraron que los electroforegramas de las espe-
cies de un género se parecían entre sí más que a las de géneros diferentes.

DEsSEorOUGH y PELOQUIN (1966) diferencian especies de Solanum por los
electroforegramas de extractos de proteínas solubles de tubérculos, sugiriendo
la existencia de bandas características en los proteinogramas de cada especie.
Observan también que los híbridos interespecíficos tenían un gran número de
bandas comunes con sus progenitores.
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LOoESCHCKE y STEGEMANN (1966) en un estudio de las proteínas solubles
de tubérculos de variedades de Solanum tuberosum encontraron que los pro-
teinogramas obtenidos eran dependientes de la variedad examinada.

HiirtTY y SCHMITTHENNER (1966), en un análisis de proteínas extraídas
de hojas de variedades de soja resistentes y noresistentes a Phytophthora
megasperma, no encontraron diferencias entre las dos variedades examinadas.

BOUuLTER et al. (1967) examinaron las globulinas de semillas de un con-
siderable número de especies de cinco géneros de la tribu Vicieae, y encon-
traron que existen bandas en los proteinogramas de los individuos de dicha
tribu que no se encuentran en los de las otras tribus de la familia Legumi-
nosae examinadas. Estos autores sugieren que estas bandas características
pueden existir, también, en otras tribus de esta familia, aunque no han sido
examinadas suficientes especies para establecer esto con certeza.

BARBER et al. (1967), en un estudio electroforético de las glutelinas de
tres variedades de trigo, encontraron que dos de las variedades, que tienen
un parentesco común, tienen un proteinograma similar, mientras que la ter-
cera, de parentesco diferente, se caracterizó por un proteinograma distinto.

HART y BHATIA (1967) encontraron que, dentro del género Nicotiana,
las proteínas de las hojas de cada especie tienen un electroforegrama distinto
y característico para cada una de ellas,

Dado el gran número de plantaciones de agrios que en la actualidad se
están renovando en nuestro país a causa de la virtosis «Tristeza» es importan-
te poseer un método de reconocer con rapidez y certeza los patrones, varie-
dades y subvariedades de agrios en los casos en que la identificación por los
caracteres morfológicos no sea posible.

En este trabajo se estudió la aplicación de la electroforesis de proteínas
en gel de acrilamida para la identificación de agrios.

Se han elegido para el estudio, el naranjo amargo (C. aurantium), el
mandarino Cleopatra (C. reticulata) y el Citrange Troyer (híbrido de C. si-
nensis var. Washington navel X Poncirus trifoliata).

Los tres son utilizados como patrones en el cultivo de los agríos, siendo
el primero el de más amplia difusión hasta nuestros días, perosensible a la
«Tristeza» y los otros dos resistentes a esta virosis, y en la actualidad, los
más prometedores.

Los órganos utilizados para la obtención de los proteinogramas han sido
las hojas y la corteza.

MATERIAL EXPERIMENTAL

El trabajo se realizó con árboles jóvenes y adultos de naranjo amargo,
mandarino Cleopatra y Citrange Troyer, procedentes de semillas y sin injer-
to, siendo la edad de los jóvenes de tres años y la de los adultos compren-
dida entre los veinte y los veinticinco en los casos de los mandarinos Cleo-
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patra y Citrange Troyer, y de unos cuarenta años en el de los naranjos amar-
gos.

Los órganos seleccionados para el estudio fueron las hojas y la corteza,
tomándose esta última del tronco principal en los árboles jóvenes y de ramas
de edad superior a dos años en los árboles adultos.

Las hojas seleccionadas para los muestreos eran de la brotación de la
primavera anterior y que ya habían alcanzado el estado adulto.

Se tomaron muestras de unos 40 árboles entre jóvenes y adultos de los
tres patrones, en dos períodos diferentes: primavera y otoño.

METODOS

Extracción

Se toman 15 gramos de muestra, previamente lavada, a los que se añaden
30 centímetros cúbicos de solución acuosa de desoxicolato sódico al 0,5 por
100 y unos 40 gramos de arena gruesa de mar, lavada. Se tritura con mor-
tero hasta que se forma una pasta homogénea, desarrollando toda la opera-
ción en cámara fría a 4-5 grados C.

Se ajusta, a continuación, el pH a 7,2 mediante adición de NaOH 0,1 N.
Se prensa la pasta hasta obtener unos 15 centímetros cúbicos de extracto.

Se centrifuga el líquido obtenido a 2.000 r.p.m. durante cinco minutos.
El líquido sobrante se centrifuga de nuevo a 35.000 r.p.m. durante treinta
minutos.

Del líquido sobrante se toman 10 centímetros cúbicos para la electrofo-
resis, y el resto se utiliza para la determinación de las proteínas totales por
el método de Lowry.

La primera fracción se dializa frente a una solución de sacarosa al 25 por
100, dos veces, durante tres-cuatro horas cada vez.

El extracto resultante se concentra hasta aproximadamente 1/5 de su
volumen primitivo, manteniendo con liphogel durante diez-doce horas.

Determinación del contenido total en proteínas de extracto

Se utilizó el método de Lowry (Lownry et al., 1951).

Electrofóresis

Se efectúa el método de Davis (1964) modificado por H. BLOEMENDAL.
Se sitúa sobre la superficie de los geles la muestra problema, aplicando

en todos los casos, un volumen correspondiente a 1.000 x gramos de pro-
teínas,
An. INIA/Ser.: Prod. Veg./N. 2, 1972.
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La electroforesis se realizó con un aparato Shandon.
Se utilizó el tampón Tris-Borato preparado de la siguiente forma: 15, 12

gramos de Tris (hidroximetil) amino metano, 1,95 gramos de E. D. T. A.
(ácido etilendiamino tetraacético) y 1,15 gramos de ácido bórico se aforan a
200 miligramos con agua bidestilada. Se diluye cinco veces antes de usar.

Se llenan las dos cubetas del aparato con el tampón, y se adiciona un
centímetro cúbico de solución acuosa al 0,001 por 100 azul de bromofenol
en la cubeta superior.

Se conecta la fuente de energía a lared y se efectúa la electroforesis en
las siguientes condiciones: cinco m. a. por tubo, durante hora y media.

Teñido de los geles

Se sacan los geles de los tubos de electroforesis y se introducen en una
solución al 1 por 100 de negro amido, en ácido acético al 7 por 100, duran-
te una hora.

Decoloración electroforética de los geles

Se colocan los geles en los tubos de decoloración electroforética, llenos
de la solución decolorante (solución acuosa de ácido acético al 7 por 100).

Se llenan las dos cubetas del aparato de electroforesis con la solución de-
colorante. Se conecta la fuente de energía a la red y se ajustan las condiciones
de trabajo a ocho m. a. por tubo.

Se renuevan las soluciones decolorantes, de ambas cubetas, después de
una hora de decoloración, y se continúa ésta, durante el tiempo necesario,
para la eliminación del exceso de colorante de los geles (unas cuatro o cin-
co horas).

Los geles así decolorados pueden guardarse, indefinidamente, sumergidos
en solución acuosa de ácido acético al 7 por 100.

RESULTADOS

ELECTROFOREGRAMAS DE HOJAS

Las figuras 3 y 4 (lámina ITI), 5 y 6 (lámina IV) y 6 y 7 (lámina V)
representan geles de acrilamida resultantes de las electroforesis de proteínas
de hojas de árboles adultos y jóvenesde los tres patrones.

Para mejor interpretación de las diferencias entre los distintos geles, y
como complemento a las fotografías en la figura 1 (lámina 1), se representan
los electroforegramas esquematizados, característicos de las hojas de cada uno
de los tipos de los árboles estudiados.
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En esta figura se han numerado las bandas, haciendo coincidir la nume-
ración de aquellas que, aproximadamente, han realizado el mismo recorrido
y ocupan una posición semejante.

Diferencias entre árboles adultos y jóvenes

Se ha observado una gran reproducibilidad en los electroforegramas y gran
analogía en las proteínas correspondientes a hojas de árboles jóvenes y adul-
tos de cada uno de los patrones. Unicamente se ha visto que, en el naranjo
amargo adulto, aparece la banda número 6, que en el joven no se aprecia
claramente y que en el mandarino Cleopatra adulto, la banda número 5, dis-
minuye notablemente de intensidad.

En los de Citrange Troyer no se apreciaron diferencias.

Diferencias entre patrones

En la comparación de los electroforegramas de proteínas de hojas de los
tres patrones, entre sí, se han observado una serie de bandas, que por tener
el mismo recorrido aparente, se consideran comunes a todos ellos. Sin em-
bargo, existen otras bandas que, por ser exclusivas de cada uno, pueden
servir para su diferenciación.

Así podemos citar las bandas números 13 y 14 en el naranjo amargo,
la número 18 en el mandarino Cleopatra y los números 16, 17, 19 y 20 en
el Citrange Troyer.

En el naranjo amargo están también las bandas números 21 y 22 que
no se detectan en los otros, pero, por su escasa intensidad y dificultad de
apreciación, no son tan útiles para la diferenciación.

Como características diferenciales podemos hacer notar también la escasa
intensidad de la banda número 6 en el mandarino Cleopatra y la mayor
intensidad de la banda número 5 en Citrange Troyer. También se puede
citar la banda número 15 que aparece, en el naranjo amargo y en el man-

“darino Cleopatra, como una zona amplia algo difusa, mientras que en su lu-
gar, en el Citrange Troyer, hay una banda bien definida.

ELECTROFOREGRAMAS DE CORTEZA

Las figuras 9 y 10 (lámina VI), 11 y 12 (lámina VII) y 13 y 14 (lámi-
na VIII) presentan geles de acrilamida resultantes de las electroforesis de
proteínas de corteza de árboles adultos y jóvenes de los tres patrones.

En la figura 2 (lámina 11) están representados esquemáticamente los elec-
troforegramas característicos de las cortezas de cada uno delos tipos de ár-
An. INIA/Ser.: Prod. Veg./N. 2, 1972.
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Pre:
Electroforesis en gel de acrilamida de proteínas de hojas.
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LAMINA Il

PIO. 2:

Electroforesis en gel de acrilamida de proteínas de cortezas.
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FIG. 3.

Electroforegrama de hojas
de naranjo amargo de tres

años.

Fire: 4:

Electroforegrama de hojas
de naranjo amargo adulto.

FA
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Electroforegrama de hojas
de mandarino Cleopatra

de tres años.

FIG. 6.

Electroforegrama de hojas
de mandarino adulto.
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FIG. 7,

Electroforegrama de hojas
de Citrange Troyer de

tres años.

FIG. E.

Electroforegrama de hojas
de Citrange Troyer adulto.
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FIG. 9.

Electroforegrama de corte-
za de naranjo amargo de

tres años.

FIG. 10,

Electroforegrama de cor-
teza de naranjo amargo

adulto.
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LAM. VIT

Fl. 11.

Electroforegrama de corte-
za de mandarino Cleona-

tra de tres años.

FIO: 12.

Electroforegrama de corte-
za de mandarino Cleopa-

tra adulto.

FI= <
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FIG. 13.

Electroforegrama de corte-
za de Citrange Troyer de

tres años.

FIG. 14,

Electroforegrama de cor-
teza de Citrange Troyer

adulto.
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boles estudiados y se han numerado las bandas siguiendo el criterio empleado
en el caso anterior.

Diferencias entre árboles jóvenes y adultos

Como en el caso anterior se ha observado una gran reproducibilidad en
los electroforegramas. Las proteínas de cortezas de árboles jóvenes y adul-
tos, de cada uno de los patrones, son análogas y únicamente se ha visto al-

guna variación en la intensidad de algunas de las bandas.

Diferencias entre los patrones

Igual que ocurría en los electroforegramas de hojas se han observado, en
los de corteza, una serie de bandas que por tener el mismo recorrido, apro-
ximadamente, se consideran comunes a todos ellos.

Sin embargo, existen otras bandas que, por ser exclusivas de cada uno,
pueden servir para su diferenciación. Las números 20 y 21 son características
del naranjo amargo.

El mandarino Cleopatra es fácilmente identificable por la mayor intensi-
dad de las bandas números 10, 11, 12, 13 y el Citrange Troyer por las
bandas 4, 7 y 8 que también aparecen con mayor intensidad que los otros.

También puede servir como característica diferencial la ausencia de la
banda número 11 en el naranjo amargo.

DISCUSION

La reproducibilidad de los proteinogramas de los distintos árboles de un
mismo patrón es buena.

Las diferencias en los proteinogramas, tanto de hoja como de corteza,
cuando se compararon árboles jóvenes y adultos son escasas.

Se encuentran olaras diferencias entre los proteinogramas al comparar
los patrones entre sí.

Los proteinogramas de los extractos de corteza son más definidos y las
diferencias aparecen con más claridad.

El método de electroforesis de proteínas parece, en principio, útil para
la diferenciación quimiotaxonómica de patrones de cítricos y la utilización
de corteza le da un mayor interés práctico.

Para confirmar su valor definitivo es necesario estudiar la influencia so-
bre los electroforegramas del estado vegetativo de los árboles y de otras cir-
cunstancias ecológicas, climatológicas, de cultivo y fitopatológicas.
An. INIA/Ser.: Prod. Veg./N. 2, 1972.
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En este trabajo se estudia la posible aplicación de la electroforesis de proteínas en
gel de acrilamida, para la identificación de agrios.

Para ello se ha elegido el naranjo amargo (C. aurantium), el mandarino Cleopatra
(C. reticulata); y el citrange Troyer (híbrido C. Sinensis var. Washington Navel X Pon-
cirus trifoliata) utilizados ¡os tres como patrones en el cultivo de los agrios.

El trabajo se ha llevado a cabo en árboles jóvenes y adultos de cada unodeellos, es-
tudiándose los electroforegramas de extractos de proteínas de hojas y de cortezas.

Las muestras se han tomado de unos 40 árboles entre jóvenes y adultos, de los tres
patrones, en dos períodos diferentes: primavera y otoño.

Las proteínas extraídas se separan en gel de acrilamida y se tiñen con solución de
negto ainido.

La reproducibilidad de los proteinogramas de los distintos árboles de un mismo pa-
trón es buena.

Las diferencias en los proteinogramas, tanto de hoja como de corteza, cuando se com-
pararon árboles jóvenes y adultos son escasas.

Se encuentran claras diferencias entre los proteinogramas al comparar los patrones
entre sí.

Los proteinogramas de los extractos de corteza son más definidos y las diferencias
aparecen con más claridad.

Para confirmar el valor definitivo de este método, como medio de diferenciación de
patrones de agrios, convendría estudiar en trabajos posteriores, la influencia, sobre los
electroforegramas, el estado vegetativo de los árboles y de otras circunstancias ecoló-

gicas, climatológicas, de cultivo y fitopatológicas.

SUMMARY

The possible application of protein electrophoresis of acrilamide gel for the citrus
identification, is being studied in this paper.

For this purpose, the sour orange (C. aurantium), the Cleopatra mandarin (C. reti-
culata) and the Troyer citrange (hybrid C. sinensis var. Washington Navel X! Poncirus
trifoliata) have been chosen and those three have been used as rootstocks in the citrus
culture,

This work has been carried out by using young and mature trees of each stated
variety, and a study of the protein electrophoretic pattern of leaves and cortex of each
one has been made.

Samples have been taken from about 50 trees, both young and mature, of the three
rootstocks, in two different periods: spring and fall.

The proteins extracted have been separated in acrilamide gel and dyed in amido
black solution.

The reproducibility of the proteinograms of trees of a same rootstock, is good.
While comparing young and mature trees, very few differences have been found

in the proteinograms as well in those referred to leaves as in the cortex ones,
Very clear differences were found among the proteinograms while comparing

rootstocks.
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The proteinograms of cortex extracts are more definite and differences ate more
clearly shown.

In order to verify the definite value of this method, as a means of differentiation
of citrus rootstocks, it would be convenient to study in further works, its influence on
the electrophoregrams, the vegetative stage of the trees and other ecological, climatological,
cultural and fitopathological conditions.

AGRADECIMIENTO

Agradecemos a la Fundación Juan March la concesión, a uno de nosotros (E. P.), de
una beca que ha hecho posible este trabajo y al doctor don Andrés Casas Carramiñana y
a su equipo del Instituto de Agroquímica y Tecnología de Álimentos por su valiosa ayu-
da y asesoramiento.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BARBER, J. T., Woop, H. L., STEWARD, TF. C., 1967, The separation of the proteins of
wheat by acrylamide gel electrophoresis, with special reference to motiled and unmot-
tled wheat. Can. J. Bot., 45, 5-19,

BoULTER, D., THURMAN, D. A., DERBYsHIRE, E., 1967. A disc electrophoretic study
of globulin proteins of legume seeds with reference to their systematics. New Phytol.,
66, 27-36.

Davis, B. J., 1964. Disc electrophoresis II. Method and aplication to human serum
proteins. Ann. N., Y, Acad. Sci., 121, 404-27.

DesBorOuGH, S, L., PELOQUIN, S. J., 1966, Disc electrophoresis of tuber proteins from
solanum species and interspecific hybrids. Phytochemistry, 5, 727-33.

Fox, D. J., THURMÁN, D. A., BouLTEr, D., 1964. Studies on the proteins of seeds of
the Leguminosae - 1. Albumins. Phkytochemistry, 3, 417-19.

HART, G. E., BHATIA, C. R., 1967. Acrylamide gel electrophotesis of soluble leaf
proteins and enzymes from Nicotiana species. Can. ]. Cytol., 9, 367-74.

HiLrY, J. W., SCHMITT HENNER, A, F., 1966. Electrophoretic comparisons of soybean
leaf proteins from varieties resistant and susceptible to Phytophthore megasperma var.

sojae. Phytopathology, 56, 287-91,
LoESCHCKE, V., STEGEMANN, H., 1966. Proteine der Kartoffelknollen in abhangigkeit

von sorte und virosen (polyacrylamid- elektrophorese). Phytochemistry, 5, 985-91.
Lowry, O. H., RosEBROuGH, N. J., FARR, Á. L., RANDELr, R. J., 1951. Protein mea-

surement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem., 193, 265-275,
STEWARD, F, C., BARBER, J. T., 1964. The use of acrylamide gel electrophoresis in the

investigation of the soluble proteins of plants. Ann. N. Y. Acad. Sci., 121, 525-531.

An. INIA/Ser.: Pruu, Veg./N. 2, 1972.


