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INTRODUCCION

Desmodium ovalifolium Wall, es una especie Asidtica del género,jque recien
temente ha recibido considerable atencién como planta forrajera en-los trg
picos. En el Sur de Asia, hace muchos aﬁos ha sido utilizada como planta
de cobertura en plantaciones de caucho y coco. Se tornd comin su uso en su
centro de origen por sus caracterfsticas de tolerancia a sombra y cubrir
bien el suelo sin competir con los cultivos. S6lo recientemente fué trafda
a América tropical donde evidencif su promisorio potencial como una nueva

* opcién de grande impacto en la produccidn ganadera en Areas tropicales.
Reconocidos atributos de productividad, adaptabilidad y persistencia en
suelos acidos e infértiles con estaciones cortas estdn siendo demostrados
en variadas situaciones.

Recientemente el Programa de Pastos Tropicales del Centro Internacional de
Agricultura Tropical, CIAT, ha logrado excelentes resultados con la accesidn
CIAT 350. Esta accesifn en ensayos bajo pastoreo conducidos en 1os Llanos
Orientales de Colombia, mostrd ser altamente competitiva y compatible con
gramineas estoloniferas y agresivas como Brachiania decumbens Stapf y
Brachiania humidicola (Rendle) Schwickt. Con los resultados de &stos logros
el CIAT ha dirigido’esfuerzos hacia la obtenci6n de nuevos germoplasmas de
&sta especie. De esta forma recibimos material genético procedente de
diversas instituciones de diferentes partes del mundo. Ademds, expediciones
de blisqueda y recoleccién de germoplasma nativo del Sur de Asia, especifi-
camente Thailandia; proporciond gran incremento en la coleccibn y también
proporciond una gran variacidn en cuanto a caracterfsticas agronbmicas,
morfoldgicas, y fisio1égicas'de las plantas.

La presencia de duplicados en la coleccidn es posible, debido a que las des
cripciones de muchas accesiones provenientes de diferentes fuentes estén
incompletas para dar informaciones exactas de su origen. Ademds, muchas
accesiones tienen caracteristicas en general tan parecidas que no permiten
ser claramente distinguidaé unas de las otras.

La Titeratura sobre Desmodium ovalifofiun Wall es muy restringida y conflic
tiva., Incluso su descripci6n taxonémica no estd muy clara, puds algunos



autores que abordaron el asunto no estdn de comiin acuerdo en sus descripcio
nes de especies evolutivamente cercanas al Desmodium ovalifofium Wall y
Desmodium heterocanpon (L). DC.. Ohashi (1973), no obstante, trabajé poste
riormente a otros autores y no reconocid a Desmodium ovalifofium Wall como
una especie, y 10 considero como Desmodium heterocarpon (L). DC. subesp.
heterocanpon var. heterocarpon. En su trabajo, el Desmedium heterocarpon
{L). DC. fué considerado una de las especies mds polimérficas del género y
alin variabiemente delimitado.

Electroforesis de proteinas totales e isoenzimas como las esterasas, en te
jidos vegetales, principalmente semillas, han sido una herramienta muy Gtil
en estudios evolutivos de plantas cultivadas. Esto proporciona informaciones
que pueden ser utilizadas como una ayuda adicional para indicar relaciones
entre especies y hasta accesiones. Recientemente el CIAT ha logrado exce-
lentes resultados con Styfosanthes a nivel de distincidn de eéotipos. Para
esto, utilizaron electroforesis de las protefnas totales de semillas, basdn
dose en trabajos desarrollados por cientificos de otras partes del mundo.

A continuacidn una serie de ensayos fueron conducidos para tratar de desa-
roollar una metodologia adecuada y que pueda ser utilizada, para que a través
de e]ectroforesié, indique relaciones entre especies de Desmodium. Inclusive
se tratd de desarrollar para un posible uso en el que se indiquen relaciones
entre ecotipos o accesiones de Desmodium ovalifolium Wall. '

Este informe presenta resultados previos obtenidos por pruebas de electrofo
resis de las proteinas totales y de esterasas en diferentes tejidos y de
DPesmodium ovalifoLium Wall, principalmente en semillas. Fueron ensayados
diferentes buffers de extraccidn, diferentes concentraciones de muestras y
diferentes técnicas de preparacion de las muestras. Finalmente la coleccidn
total de Desmodium ocvalifoLium Wall del CIAT y Desmodium heterocanpon (L).
DC. CIAT 365 fueron ensayadas para protefnas totales y esterasas. Ademds,
en el informe se presentan algunas sugerencias para mejorar la metodologia
y desarrollo de los ensayos comenzados.



METODOLOGIA

Los extractos crudos de la protefna de 1a semilla se obtuvieron maserando en
un mortero previamente enfriado, 0.2 gr de semilla detestada por pre-germina
cién (Aprox. 10 horas), en un vollimen de 5 ml de buffer THCa {Tris, HC1,
CaCl2) 0.06M, pH = B,1, preparado segiin : Ladizinsky y Hamel (1980). EI
extracto obtenido se centrifugd a 5000 RPM por 20 minutos en una Srovall
RC-2B refrigerada a 4°C.

E1 sobrenadante se utilizd en Ta separacién de las proteinas, lo cual se hizo
en un equipo vertical Bio-Rad en geles planos de polyacrylamida y en un siste
ma discontinuo de buffers : Tris-borato 0.065M pH = 9.0 (Fobes 1979) como
buffer del electrodo, y Tris-HC1 1,5M pH = 8,8 (Weber y Osborn 1969) como
buffer del gel de separacidn.

Para 1a electroforesis se usé 30 microlitros del extracto crudo de proteinas
de cada muestra. La corrida se hizo a 250 voltios por 3 horas, utilizando
azwfdebromofeno1 al 0.05% como colorante quia en la corrida. Terminada Ta
electroforesis, uno de Tos geles se tifi6 para proteinas totales con azul de
Coomassie al 0.25% por espacio de una hora y a temperatura ambiente. E1 otro
gel se tifi6 para las isoenzimas esterasas con a-Naftil Acetato (40 mg) como
sustrato y Fast Blue RR Salt (100 mg} para la tincidn de las bandas de este
rasas. La incubacidn se hizo por una hora a temperatura ambiente. La deco
loraci6n de los geles se hizo por difusidn de acuerdo al método de Stegemann,
que consiste en una solucidn de Metanol al 29% y Acido Acético al 5% para
protefnas totales, y de una solucidn de Metanol al 20% y Acido Acético al

5% para las esterasas. Una vez decolorados los geles, estos se guardan en
bolsas de polietileno las cuales son selladas con calentamiento, y los geles
as1 empacados se guardan en un lugar fresco y oscuro.

'RESULTADOS PREVIOS Y DISCUSION

En la tabla anexa se resume todo 1o que hemos hecho hasta el momento en el
intento de la caracterizacidn de la especie Desmodium ovalifolium. Al prin
cipio se siguid la metodo]ogia utilizada por Robinson y Megarrity (1975),
quienes caracterizaron especies del género Styfosanthes utilizando patrones



electroforéticos de proteinas de semillas; pero la metodologfa no fué lo
suficientemente sensible para detectar diferencias entre individuos dentro
de una misma especie (Robinson, Date y Megarrity. 1976.).

En nuestro trabajo previo con el género Stylosanthes encontramos que a nivel
de especie se observ6 muy buenas diferencias en los patrones de bandas de
protefnas de semillas, no asi en individuos dentro de una misma especie, en
donde sélo en casos especiales se observaron diferencias.

En la especie Desmodium ovalifolium ésta metodologia no fué muy efectiva, por
lo cual, fué necesario hacer una serie de modificaciones hasta obtener unos
zymogramas aceptables como los obtenidos en las electroforesis No. 36 y No.
37. Uno de los primeros problemas que se tuvo en la separacién de las pro-
tefnas del Pesmodium ovalifofium fué el alto contenido de taninos de las se
millas (Aprox. 11%) las cuales forman complejos taninos-proteinas (Van Buren
y Robinson 1969), impidiendo upa buena separacién en los patrones de bandas
de éstas. Dichos patrones mejoraron cuando adicionamos polyvinylpirrolidona
(PVP) al 2% al Buffer de extraccidn, la cual atrapa en buena parte los taninos
evitando que éstos formen complejos con las protefnas {Jones, Lyttleton y
Clarke 1970), y (Jones y Lyttleton 1971).

El patrdén de bandas también mejord cuando empezamos a utilizar el buffer THCa
(Tris, HC1, Cloruro de Calcio) (Ladizinsky y Hamel 1980), como buffer de
extraccion; finalmente se tuvo mayor resolucidn en el patrén de bandas cuando
empezamos 4 remover la testa de las semillas colocando éstas a pre-germinar
por un tiempo de aprox. 10 horas; demostrdndose de esta forma de que los

taninos (polifenoles) se encuentran en su totalidad en la testa de dichas
semillas,

A pesar de que se mejord bastante en los patrones de bandas, estas no son lo
suficientemente satisfactorios como para poder apreciar diferencias entre
ecotipos de la especie Desmodium ovalifolium, ni creemos que se puedan mejorar
mucho, pues ya hemos visto que el método de los patrones electroforéticos de
proteTnas totales no es lo suficientemente sensible como para detectar dife
rencias a nivel de ecotipos, y esto ocurria también en los trabajos de
Robinson, Date y Megarrity (1976) y Shunichiro Nakamura (1977). Debido a

este jimitante que hacfa que las electroforesis de proteinas totales no tenian



5.
mucha validez como criterio de clasificacién, a nivel de ecotipos, fué nece
sario desarrollar toda una metodologfa con marcadores isoenzimiticos (Brew
Baker et. al. 1968), (Brewer, G.J. 1970), lo suficientemente sensibles como
para poder detectar diferencias entre individuos muy estrechamente relacio_
nados (Gates y Boulter 1978), con gran aplicacidn en estudios genéticos y
evolutivos (Rick, Fobres y Holle 1977} lo mismo que en la determinacidn de
1a pureza de semillas comerciales (Woods y Thurman 1976), (Wills y Wiseman
1980}, (Tanks]ey y Jones 1981). '

Finalmente, debemos admitir de que la Quimiotaxonomfa no es la Gltima palabra
en cuanto a clasificacién, mads si, una herramienta muy Gtil a la taxonomia
botdnica y agrondmica, y tanto los patrones de proteinas totales, como los
patrones isoenzimdticos son importantes porque aportan nuevos criterios para
una mejor y mds acertada clasificacibn.



PREPARACION

ELECTROFQRESIS : DE LA BUFFER
No. FECHA MUESTRAS MUESTRA DE- EXTRAC, OBJETIVO DE LA ELECTROFORESIS
E-10 Feb 16/82 D.0. 350 0,3 gr de semiila 1) Robiﬁson Encontrar el buffer de extraccifn
no.determinada en pH= 8.3 <
mas adecuado.
10 M1 de buffer 2) Tris-Ac.
Asc. 0,06M
pH = 8,0
3) Tris-Gly
0,05M pH=8,3
4) Fosfato
0,01IM pH=7.0
E-14 Mar 2/82 0.0.3504 0,2 gr de semilla Observar si hay diferencias en los
no detestada en Robinson
D.0, 3666 7 M} de buffer CpH = 8.3 patrones de bandas en estos 3 eco-
D.H. 365 tipos seleccionados.
E-16 Mar 8/82 D.0. 350 0,2 gr de semilla Observar si el buffer Fosfato 0.01M
no detestada en Fosfato . _ . ' -
D.0. 3666 10 M1 de buffer 0.01M pH=7.0 pH = 7.0 + PYP mejora el patrdn de
D.H, 365 . + PVP bandas en las muestras.
E-17 Mar 10/82 D.0. 350 0,25 gr de semilla Robinson Observar si el buffer de Robinson
D.0. 3666 no detestada en modificado P :
D.H. 365 10 M1 de buffer + PYP+ DIECA wmodificado mejora las bandas en los
’ pH = 8,3 ecotipos de D.0. seleccionados'




PREPARACION

BUFFER

* ELECTROFORESIS DE LA
- No. FECHA MUESTRAS MUESTRA DE EXTRAC. OBJETIVO DE LA ELECTROFORESIS
E-18 Mar 12/82 D.0. 350 0,25 gr de semilla Robin§on Observar si la didlisis por 20
3"8' 3226 ?8 5$t§§tgﬂ$fgg Eﬁdlfécgdo horas de las muestras, mejora los
patrones de bandas de los ecotipos
de D.0. seleccionados
E-19 Mar 16/82 D.0. 350 0,25 gr de semilla 1) Rob+PVP Observar el efecto del PVP en la
?8 a$tg:tgg$f22 g; gg:;ﬁvgvp resolucidn de los patrones de bandas
4) Fosf-PVP en Desmodium ovalifolium.
E-24 Abr 5/82 D.0. 3668 0,25 gr de semilla 1) Robinson Observar si el nuevo buffer de
0 sotestada en gg RobpvP extraccion THCa (Tris: 0.06M) pH=8,1
. 4) THCa+PVP mejora el patrdn de bandas.
E-25 Abr 6/82 - D.0. 3663 0,2 gr de semillas 1; Robinson Observar el efecto de la remocidn
- detestadas : 2) Rob+PVP .
a) Mecanicamente 3) THCa de la testa de las semillas, en los
b) por pre-germinac 4) THCa+PVP patrones de bandas de Desmodium
ovalifoliwm,
E-29 Abr 12/82 D.0. 350 0,2 gr de semilla 1; THCa Observar el tiempo de pre-germinacidn
~ detestada por 2) Robinson iy
prégerminacion 3) THCa+Rob Fpara remover 1a testa de las semillas)

y ver como afecta este los patrones de
bandas.




PREPARACION

BUFFER

ELECTROFORESIS : DE LA '
No. FECHA MUESTRAS MUESTRA DE.- EXTRAC. OBJETIVO DE LA ELECTROFORESIS
E-30 Abr 13/82 D.0. 3668 1) semilla 0,2gr/ THCa Observar el patrdn de bandas de
2).;T;ntu]a © 0,06M diferentes tejidos de D.0. 3668:
(3 dias)0,27gr/ pH = 8,1 semilla, pldntula (3 dfas), talleo
7M1 ' . . : )
3) hoj.plant.{3dfas) (3 dfas), hojas (3 dfas).
0,18gr/7M1
4} Tall.plant(3dias)
0,08 gr/5M1
E-31 Abr 17/82 D.0. 3652 0,17 gr de semilla THCa Comparar los patrones de bandas
D.0. 3673 detestada por pre- . ,
D.0. 3788 germinacion (  5h) 0.06M de 5 ecotipos de Desmodium
D.0. 3784 en 5M1 de buffer pH = 8.1 ovalifolium seleccionados.
D.0. 350 .
E-33 Abr. 24782 D.0. 350 Semilla 0,2 gr/5ml THCa Observar los patrones de bandas en
' 3:8: g?gg plantula 0,3gr/5ml SQOEMB,I plantulas germinadas en la luz y en
0.0. 3784 1a oscuridad.
E-34 ‘Abr 27/82  D.0. 3673 0,2 gr de semilla Observar el patrdn de bandas de
D.0. 3788 detestada por pre- THCa . : , ,
D.0. 3784  germinacidn {6h) 0.06M estos 5 ecotipos de D. ovalifolium
D.0. 350 en 5 M} de buffer pH = 8.1 seleccionados.
D.0. 3652
E-35 Abr 28/82 D.0. 3784 0,2 gr de semilla Observar el efectoc de la didlisis
D.0. 3673 detestada por pre- THCa -
D.0. 3652 germinacion 96h) 0.06M en el patrdn de bandas de estos 5
0.0, 3788 en 5M1 de buffer pH = 8.1 ecotipos de Desmodium ovalifolium
D.0. 350 seleccionados.




PREPARACION

ELECTROFQRESIS DE LA BUFFER . '
No. FECHA MUESTRAS MUESTRA DE EXTRAC. OBJETIVO DE LA ELECTROFQRESIS
E-36 May 4/82  D.H. 365 0,2 gr de semilla Primera serie : de 10 ecotipos
3'8' g??ﬁ gg:;?;gg?agognpge' THCa " seleccionados para comparar sus
0.0, 3778 M1 de buffer. La 0.06M patrones de bandas.
D.0. 3780 extraccidn se dejé '
D.0. 3784 toda 1a noche enla pH = 8.1
D.0. 3793  nevera, y se centri
D.0. 3788 fugd 18 h después.
D.0. 3673
D.0. 3666
E-37 Mayo 6&/82 D.0. 350 0,2 gr de semillas Segunda serie : de otros 10
: D.0. 350A detestadas por pre : Y
D.0. 3663 germinacidn (15h) ' ecotipos de D. ovatifolium para
D.0. 3794 en 5 M1 de buffer. THCa comparar sus patrones de bandas.
D.0. 3781 La extraccibn se dejdé 0.06M
0.0. 3668 toda la noche en la pH = 8.1
D.0. 3608 - nevera y se centri-
D.0. 3607 fugd después de 18h.
D.0. 3674
D.0. 3652
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