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El analisis de conglomerado para complementar ¢l
estudio de patrones electroforéticos en Psidium spp.’

Cluster analysis for supplementing Psidium spp.
electrophoretical pattern study

N. Albany?, J. Vilchez?, A. Nava?, M. Gonzilez?y
C. Castro de Rincé6n*

Resumen

Existe poca investigacién en la cual el andlisis estadistico es usado para
explicar patrones electroforéticos en estudios de caracterizacién de especies. Iista
investigacién fue realizada con el propésito de determinar la aplicabilidad del
andlisis de conglomerado para complementar el estudio de patrones electroforéticos
y diferenciar Psidium guajava L. de Psidium friedrichsthalianum (Berg) Nizdz,
basado en los patrones isoenzimaticos de a-esterasa, B-esterasa, fosfatasa aciday
peroxidasa. En conclusiéon el andlisis de conglomerado complementé el estudin de
zimograma y permitié diferenciar ambas especies para los sistemas isoenzimaticos
o-esterasa, B-esterasay fosfatasa Acida.
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Abstract

There is little research in which statistic analysis is used in order to ex-
plain electrophoretical patterns in species characterization studies. This research
was carried out with the purpose of determining the applicability of cluster analysis
as a complement to electrophoretical pattern studies for distinguishing Psidium
guajava L. from Psidium guajava L. friedrichsthalianum (Berg) Niedz, based on
a-esterase, B-esterase, acid phosphatase and peroxidase isoenzimatic patterns.
In conclusion the cluster analysis complemented the zymogram study and per-
mitted the distinction of both species through a-esterase, B-esterase and acid
phosphatase isoenzymatic system.
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Introduccion

El analisis isoenzimatico ha sido
cominmente usado en agronomia,
sistematica y estudios evolutivos (18)
y permite estudiar en forma indirecta
el genoma de una determinada especie
(7), ya que de éste se genera un patrén
de bandeo que corresponde al fenotipo
electroforético de la enzima estudiada
(4), basado en la variabilidad existente
en relacién al peso molecular, carga
eléctrica y mantenimiento de su
actividad catalitica, permitiendo la
confeccion de patrones isoenziméticos
D).

El parentesco genético puede ser
estimado por pedigri, heterosis,
morfologia, proteinas e isoenzimas (8)
por tanto, es factible caracterizar
especies a través del anélisis isoenzi-
mético. Sin embargo son muy pocas
las investigaciones que utilizan un
anélisis estadistico para establecer
parentescos genéticos derivados de
analisis isoenziméticos. No obstante el
analisis de conglomerado aglomerativo
esta siendo usado cada vez més en la
investigacién sobre mejoramiento
genético para determinar el parentesco
entre lineas consanguineas, hibridos
o variedades (9). Hamman (6), estable-
ce que las técnicas de andlisis multi-
variado facilitan la interpretacién y
visualizacién de la medicién fenotipica.

El conglomerado simplemente
definido consiste en agrupar unidades
taxonémicas operacionales semejantes,
que pueden estar distribuidas dentro
del espacio fenético en forma regular o
al azar (16). El resultado del anélisis
de conglomerado es una matriz de
disimilitud construida en base a un
coeficiente de distancia el cual puede
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ser expresado en forma porcentual (9),
cuya representacién espacial es lo que
se conoce como fenograma o dendo-
grama y puede ser interpretads en
forma intuitiva.

Entre los coeficientes mas usados
para un anélisis de conglomerado se
encuentran el coeficiente de similitud
de Dice y el de Jaccard. Este ultiro es
equivalente al coeficiente de Gower (9)
y se caracteriza por no considerar los
apareamientos negativos, siendo el més
simple entre los de su clase (16). Los
coeficientes de similitud y distancia
son estimadores cuantitativos que
describen el grado de asociacién o
semejanza entre los elementos compa-
rados, expresado en valor numsrico,
entre Oy 1, o en porcentaje (0y 100 %,
respectivamente).

El andlisis de sistemas isoenzi-
maéticos basado sélo en el estudio del
zimograma resulta poco eficiente, ya
que éste se fundamenta en el ar alisis
visual del patrén de bandeo de la
enzima estudiada, el cual se coraplica
al aumentar el nimero de bandas y/o
muestras; debido a las limitaciones
visuales. Sin embargo, complementar
el estudio del zimograma con el
dendograma (conglomerado) permite
realizar un anélisis mas completo y
eficiente de los sistemas isoenzimaéti-
cos.

El objetivo de este trabajo fue
demostrar la aplicabilidad del anéalisis
por conglomerado, para diferenciar las
especies de Psidium guajava L. y
Psidium friedrichsthalianum (Berg)
Niedz, basado en los patrones isoenzi-
maticos de o-esterasa, B-esterasa,
fosfatasa dcida y peroxidasa.
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Materiales y métodos

Electroforésis. Las muestras de
las especies Psidium guajava L. y
Psidium friedrichsthalianum (Berg)
Niedz, fueron tomadas del Centro
Fruticola del estado Zulia, seleccio-
nando hojas completamente expandi-
das del 3¢T, 4t0 y 510 nudo, las cuales
se maceraron con las soluciones extrac-
toras: Tris-glicina pH 8,0, Tris-HC] pH
7,5y Gonzélez de Le6n, conforméndose
de esta manera un total de 18
tratamientos (cuadro 1). Los protocolos
para electroforésis y tincién de las
isoenzimas o-esterasa, B-esterasa,
fosfatasa dcida y peroxidasa han sido
descritos y se realizaron por triplicado
para cada tratamiento (2, 10, 14).

Anadlisis estadistico. Los
patrones isocenzimaticos de o-esterasa,
B-esterasa, fosfatasa Acida y peroxidasa

fueron representados en papel (zirao-
gramas) utilizando la distancia prorne-
dio (cm) de tres observaciones de la(s)
banda(s) de cada unidad taxonémica
operacional (UTO’S) o tratamier to,
medida desde el borde inferior del carril
hasta el centro de la(s) mismal(s) y
ponderadas a una distancia de gel
predeterminada (7 cm), descartando
observaciones fuera de tipo.

El analisis de conglomerado se
realizo6 de la siguiente manera:

1. Se construyé un gréafico para
cada isoenzima con la(s) distancia(s)
promedio recorrida por la(s) banda(s)
vs. tratamiento, excluyendo aquellos
tratamientos que no mostraron bandas
en el revelado de los geles.

2. Se trazé una linea recta y
paralela al eje de las abcisas (trata-

Cuadro 1. Descripcién de los tratamientos.

Tratamientos Especies

P. guajava
P. guajava
P. guajava
P, guajava
P. guajava
P. guajava
P. guajava
P. guajava
P. guajava
P, friedrichsthalianum
P. friedrichsthalianum
P. friedrichsthalianum
P, friedrichsthalianum
P, friedrichsthalianum
P. friedrichsthalianum
P. friedrichsthalianum
P. friedrichsthalianum
P. friedrichsthalianum
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Soluciones

de hoja extractoras

Gonzalez de Leén
Tris-Glicina
Tris-HCl
Gonzélez de Le6n
Tris-Glicina
Tris-HC1
Gonzalez de Leén
Tris-Glicina
Tris-HC1
Gonzalez de Leén
Tris-Glicina
Tris-HC1
Gonzéalez de Ledn
Tris-Glicina
Tris-HC1
Gonzalez de Leén
Tris-Glicina
Tris-HCl1
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T = tratamiento. P= Psidium. N= nudo de la rama.
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mientos), uniendo las bandas de los
distintos tratamientos con distancia
semejante.

3. Se enumeré cada linea trazada
en el punto 2, en forma ascendente,
comenzando por la més cercana al eje
de las abcisas hasta la 1dltima linea
formada.

4. Se construy6é una matriz,
ubicando en la primera columna en
orden creciente el niimero de lineas
paralelas generadas en el grafico
(punto 3) y en la primera fila o
“renglén”, los tratamientos. Esta
matriz se alimenté con cédigo binario
para indicar presencia (1) y ausencia
(0) de banda(s) para cada tratamiento;
sobre cada linea paralela del gréfico.

5. Partiendo de la matriz binaria
se calculé el coeficiente de similitud de
Jaccard (Sj) entre pares de trata-
mientos a comparar, a través de la
siguiente férmula:

B N°E.C
MNeB C+N°E N C

Donde:

Sj: Coeficiente de similitud de
Jaccard entre dos tratamientos a
comparar.

N° B.C: Niimero de bandas
comunes entre los tratamientos a
comparar.

N° B.N.C: Niumero de bandas no
comunes entre los tratamientos a
comparar.

6. Se calculé el coeficiente de
disimilitud o distancia (D) utilizando
la siguiente féormula:

o8

5]

D=1-S;j
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Donde:

D: Coeficiente de disimilitud.

Sj: Coeficiente de similitud de
Jaccard entre pares de tratamientos a
comparar.

7. Se construyé una nueva
matriz denominada primera matr.z de
distancia (PMD), en la cual se ubi-
caron en la primera columra y
primera fila todos los tratamientos. que
se compararon. Se alimenté PMD! con
los coeficientes de distancia entre pares
de tratamientos comparados.

8. Se buscé el menor coeficiente
de distancia y se construyé una
segunda matriz de distancia (SVID),
uniendo los tratamientos involucrados
con el menor coeficiente de distancia.
La SMD se alimenta de los coeficientes
de distancia calculados en PMD y
recalculando (promedio) solo aquellos
relacionados con los tratamientos
unidos por el menor coeficiente de
distancia.

9. Se repitié el punto 8 hasta que
los coeficientes de distancia que
relacionaban los tratamientos o girupos
de tratamientos fuesen 1, o bien, todos
los tratamientos comparados formaran
un solo grupo a una distancia ceter-
minada.

10. Con los coeficientes de distan-
cia que unieron los tratamientos
comparados en cada matriz, se elaboré
el fenograma, colocando en el gje de las
ordenadas el valor del coeficiente de
distancia y en el eje de las abcisas los
tratamientos comparados.

Este procedimiento puede reali-
zarse a través del Proc Cluster del SAS
(15) o del programa NTSYS (11).
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Resultados y discusion

Los resultados se presentan en
figuras, ubicando en la parte superior
el dendograma y en el inferior el
zimograma para cada sistema isoenzi-
matico.

a-esterasa. Para esta isoenzima
se formaron cinco grupos bien defi-
nidos (figura 1). El primer grupo,
conformado por T, T, , T,, T,, ¥y T},
agrupados a una distancia cero,
indicando 100 % de similitud, todos los

193N 0 8 & 8
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tratamientos anteriormente sefialedos
involucraron a P. friedrichsthaliar.um
como especie estudiada.

En el segundo grupo se agru-
paron T,, T, y T, a una distancia de
0,667 o 33,3 % de similitud, incluye
los tratamientos que mostraron en el
zimograma dos bandas.

Eltercero, cuarto y quinto grupos
(T,y T; T,y T,;; T, y T,, respec-
tivamente) se asociaron independiente-

Distancia

7¢

G 6 G G G Especie

Pasicién de a hoja
Sofucion Extractora

Tratamientas

riedichssthatisnum

iafava

GL= Solucion Ganzajez de Leon
TH= Buffer Tris-HCL

TGz Buller Tris-Glicina

Figura 1. Dendograma y zimograma del sistema isoenzimitico o-

esterasa.
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mente a una distancia cero, indicando
100 % de similitud. Los pares de
tratamientos de cada grupo mostraron
una banda con el punto medio ubicado
en la misma posicién dentro del
zimograma.

El segundo, tercero, cuarto y
quinto grupo, asociaron todos los
tratamientos relacionados con la
especie P. guajava y la diferencia entre
ellos se basa en la posicién relativa y
numero de bandas, generada por otros
factores involucrados como buffers y
posicién de la hoja.

B-esterasa. En el dendograma se
observa la formacién de un primer
grupo conformado por T, T,,, T, T,,,
T, ¥ T, agrupados a una distancia de
0 o 100 % de similitud, tal como se
observa en el zimograma, donde cada
tratamiento mostré una banda con el
punto medio ubicado en la misma
posicién (figura 2). Este grupo de
tratamientos involucré como especie
estudiada a P. friedrichsthalianum.

Elsegundo grupo (T (T (T(T,,T )
asocia en un primer nivel los
tratamientos 3 y 4 a una distancia cero,
indicando 100 % de similitud, en el
zimograma se observa un mismo patrén
debandeo, posteriormente T, seuneaT,
y T, a una distancia de 0,50; lo que in-
dica 50 % de similitud. Al grupo (T(T,,
T,)) se une el T, 2 una distancia de 0,584
indicando 41,6 % de similitud. A este
grupo se asocia el T, a una distancia de
0,917 indicando 8,3 % de similitud. Los
tratamientos T, T, y T, en el zimograma
muestran dos bandas, siendo semejante
la ubicacién de la banda inferior.

Finalmente aparecen en forma
independiente en el dendograma T, T,,
T, y T, es decir, son 100 % distintos,

en el zimograma muestran una tinica
banda catédica en ubicaciones diferen-
tes.

Fosfatasa dcida. El dendogra-
ma muestra la agrupacién de (((T,,
T,)T,)T,), uniéndose en un primer
nivel T, y T, a una distancia de 0,667
con 33,3 % de similitud; siendo
semejante la posicién de la segunda
banda aniénica (figura 3). Posterior-
mente a una distancia de 0,75 se une
T, al grupo anterior, con 25 % de
similitud, presentando tres bandas en
el zimograma, de las cuales dos
coinciden en posicién con T,. A una
distancia de 0,875 se une al grupo ((T,,
T,)T,) el T, con 12,5 % de similituc, su
zimograma presenta tres bandas
coincidiendo el punto medio de labanda
intermedia con la posicién de la banda
superior de T..

El dendograma muestra la ore-
sencia de T,, como UTO
independiente ya que no se asocia a
ningdn otro tratamiento, en el
zimograma se observa una unica
banda. T,, involucra a P.
friedrichsthalianum a diferencia de
los otros tratamientos que preser.tan
més de una banda e incluyen a la
especie P. guajava .

Peroxidasa. El dendograma de
la figura 4 sefiala tres grupos confor-
mados de la siguiente manera: El
primer grupo esta formado por (T,
T, T,) T,;) T,) T,), uniéndose en un
primer nivel T, T, y T,, a 1na
distancia cero, indicando 100% de
similitud, en el zimograma se observan
dos bandas en cada tratamiento. En
un segundo nivel se une T, al grupo
anterior a una distancia de 0,667 6
33,3% de similitud. En un tercer rivel



Albany et al.

T,se asocia al grupo «T,, T, T,pT,,)
a una distancia de 0,800 lo que indica
20% de similitud. Finalmente en un
cuarto nivel se une T, al grupo ante-
rior ((T,, T,,, T,) T,;)) T,) a una
distancia de 0,834 indicando 16,6 % de
similitud. En el zimograma se observa
a una distancia similar la banda mas
catédica de los tratamientos asociados.

vVYVYvvw V¥

6 & G 6

F F F F F F
Ng Ng Ng Ng Nx Nz Ng Fis Ng Ng

T™ 6L TG GL T8 Gu TH TG TG OL

Todos los tratamientos de este grupo
involucran a P friedrichsthalianiam
excepto T, y T,

El segundo grupo esté confor-
mado por (T, T, T, T, T,
agrupédndose en un primer nivel T, ¥
T,, & una distancia cero, indicando
100% de similitud, dado que ambos
tratamientos presentan en el zimo-

0.917

L0.584
0.5

Distancia

7(+)

G G
My Mg Ng M3 Na

TH TH GL TG Gt

G 6 & Especie
Pasicién de 1a hoja

Solucién Extractora

Tratamientas

F= Psidium friedrichsthali

an &

GL= Sof
G= Puidivm guaiava

ez de Leon

Th= Butfer Trs-MCL

YG= Buffer Tris-Glicina

Figura 2. Dendograma y zimograma del sistema isoenzimdtico f-

esterasa.
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grama dos bandas en la misma
posicién. Posteriormente en un segun-
donivel seune T, y T . a una distancia
de 0,667 0 33,3 % de similitud con el
grupo anterior. En un tercer nivel se
asocia T, al grupo (T, T,) T,, T ) a
una distancia de 0,75 que indica un
25% de similitud con el grupo. En el
zimograma todos los tratamientos

| | B
el
{ { 1
b
7 € 8 5
W
F G G G G

Ny Ng Ng Ng Ny

TG TH Y& TG Tg

asociados presentaron dos bandas con
similar recorrido excepto T,

Elgrupo (T, T ;) T,, T,,) T,) se
une al grupo (T (T, (T, TOXT (T, T
a una distancia de 0,909 lo indica un
0,091 % de similitud entre ambos

grupos.
Un tercer grupo formado por

(T (T, (T,,, TONT,(T,, T)))) se origina
5.875
i Distancia
Ql-}
Especie Tid)

Pasicién de {a hoja

Solucidn Extractora

Tratamientas

F= Psidium friedsichsthalianum
G= Psidium gueajava

GiL= Salucion Gonraler de Ledn
THz Buffer Tris-HCL

TG+ Buter Tris-Glicina

Figura 3. Dendograma y zimograma del sistema isoenzimatico fosfatasa

acida.
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por unién en un primer nivel Ty, T, y
T,,, T, unidos en forma independiente,
a una distancia de cero o 100% de
similitud entre ellos; el zimograma
muestraque T, T,y T,, T, presentan
dos bandas cada uno en posiciones
iguales en el gel. En un segundo nivel
se une a (T,, T,) el T, a una distancia
de 0,334 e indicando 66,6% de

similitud. Posteriormente en un tercer
nivel se une a (T, T,) el T, a "ina
distancia de 0,5 e indicando 50% de
similitud. En un cuarto nivel se unen
los grupos (T, ,(T,,, T,) y (T (T,, T,) a
un a distancia de 0,647; compartiendo
un 35,3% de similitud entre ambos. En
un quinto nivel se une T, al grupo
formado anteriormente, a una distan-
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Tratamientas

6L TG T6 TH TG GL Solucién Extractora

£= Psidiumn friedric hsthailanum
G= Psitium guejsva

GL= Solucton Gonzalez de Ledn
THe Buffer Yris-HCL

TG= Bufter Tris-Glicina

Figura 4. Dendograma y zimograma del sistema isoenzim: itico
peroxidasa.
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cia de 0,855 6 1,45% de similitud.
Segtn el zimograma los tratamientos
de este grupo presentan dos bandas
excepto T, ubicandose la primera
banda catédica en posicién semejante.
Todos los tratamientos de este grupo

involucran a P. guajava excepto T,y
TIT

Finalmente este grupo (T (T, (T,
THXT (T, Ty)) se une a (((T,,, T,,, T, )
T T) T, (T, T, T,y T,) Ty) @ un
distancia de 0,960 seftalando un 0,04%
de similitud entre ambos.

La informaci6n generada por el
anilisis de conglomerados a través del
dendograma permite agrupar unidades
taxonémicas operacionales (UTO’S) o
muestras segin un criterio y objetivo
definido (ntimero y distancia debanda),
facilitando el estudio de un gran
nimero de UTO’S aleatorizadas dentro

del gel. A su vez la informacién
generada por el zimograma en cuanto
a tamanio, grosor, forma e intensidad
de la banda, complementan el estudio
de los sistemas isoenziméticos, ya que
esta informacién puede ser determi-
nante en la caracterizacién o diferen-
ciacién (10) de los elementos estudiados
¥y no es representada en el dendogrema.

Resultados comparables a los
observados en este ensayo han sido
obtenidos en otras especies (12, 13. 17).

En este estudio se observaron
diferentes patrones de bandeo pare.una
misma especie, debido a otros facl.ores
involucrados como buffer y posicién de
hoja en cada tratamiento aplicado,
como manifestacién del polimorfismo
dentro de una misma especie para un

mismo sistema isoenzimaético (1, 3, 5).

Conclusiones

El anilisis estadistico por conglo-
merado constituye un método confiable
y eficiente para realizar el estudio de
polimorfismo enzimético y establecer
nexos comparativos entre materiales
vegetales distintos, porque disminuye
el tiempo de analisis facilitando la
interpretacién de los grupos asociados.
En este estudio sdélo se utilizaron las
distancias recorridas por las bandas
para la formacién de los grupos, por
tanto no se excluye el uso del zimogra-
ma para el analisis isoenzimatico.

Los dendogramas generados a

partir de los patrones de bendeo
(zimograma) de los sistemas isoenzi-
maticos o-esterasa, B-esterasay fosfa-
tasa dcida permiten diferenciar las
especies Psidium guajava L. y Psidium
friedrichsthalianum (Berg.) Niedz. Sin
embargo, el sistema isoenzirnético
peroxidasa no permite establecer
diferencias entre Psidium guajava L.y
Psidium friedrichsthalianum Berg.)
Niedz, ya que el dendograma generado
de su patrén de bandeo asocié dentro de
un mismo grupo, tratamientos que
involucran ambas especies.



Literatura citada

1. Barreto, A, y Pierre Simon J. 1982.
Utilizacidn de isoenzimas como
marcadores genéticos en Saccharum.
Turrialba 32 (3} 321-327.

2. Brewbaker, J., M. D. Upandhyn, Y.
Makinen and T. McDonald. 1968,
[soenzyme polymorphism in flower-
ing plants. I Gel clecirophoretic
methods and applications. Physiol
Plant 21 930-940

3. Cedenio, 0. y Perez, J. 1986. Caracteriza-
cidn de doce cultivares de soya (Gly-
cine max [L] Merr.}) por métodos
bioquimicos. Rev. Fac. Agron.
(Maracay) 16(1-2):76-69,

4. Crawford, . 1989. Enzymes electrophore-
sis and plant sistematics. In: Soltis,
D). and Pamela Soltis (Eds.). Isozymes
in plant biology. Discorides Press,
Fortland.

5. Degani, Ch,, M. Cohen and R. El-Batsn.
1992, PGI [sozyme and 11s genetic
control in mango. Hort Science
27(3):252-254.

6. Hamman, H. K. 1972, Utilization of multi-
variate statistics for discriminating
among flue-cured tohacco varieties,
Tech. Bull, 212 North Carolina Agric.
Exp. 8t. (Raleigh, NC).

Mendoza, De Gyves. 1994 Agrobio-
tecnologia. Grupo Editorial Ibera-
mericana S.A. de C.V. México.

8. Munn, R. and J. Dudley.1894. A classifica-
tion of 148 U'.8. Muize Imbreds: 1
Cluster analysis based .n RF1.Pa.
Crop Sci. 34:842-851

9. Munn, R. and J. Dudley.1995. A PC com-
puter program to generate & dissimi-
larity matrix for cluster analysis. Crop
Sci. 35:925-927,

152

10. Nava, A. y M. Gerder. 1893, Deteccitin
de pohmorfismo enzimético en cinco
varnedades de ajonjoli (Sesamum
indicum L.y mediante el estudio de
enfoque isoeléctrico y electroforesis
en gelea de disco. Oléageniux 48: 365-
372

11. NTSYS-pc. 1992. Numerical taxonymy
and Multivariate analysis system,
version 1,70. Setauket, New Yark:
Exeter Software.

12. Oleo, M., J.P.C. Geyt, M. Jacobs, J.2.C,
and Van-Gevt. 1992. Enzyme and
storage protein electrophoresis in va-
rictal identification of sugar beet.
Theoretical Applied Genet. 83(2-
3):379-385.

13. Pascual, L., F, Perfectti, M, Gutierrez and
A.M. Vargas. 1993, Characterizing
isozymes of Spanish cherimoya cul-
tivar. HortScience 28(8):845-847.

14. Salazar, E. 1994, Aspectos bédsicos sobre
electroforesis (Mimeografia),
CENIAP, Maracay. 22 pp.

15. SAS Institute, Inc. 1985, User’'s gutde:
Statistics. 5* edition, SAS Inst,, ‘ne.,
Cary, NC

16. Sneath, P. H. A. and R. R. Sokal. 1473,
Numerical taxonomy: the Princioles
and practices of numericul classvica-
tion. W, H. Freeman and Co., 3an
Francisco.

17. Vaillancourt, RE. and N.F. Weeden. 1393
l.ack of isozyme similanty betwen
Vigna unguwulata and other species
of subgenus Vigna (Leguminosee)

18. Wendel, J. and N, Wendeen. 1989, Visu-
alization and interpretation of plant
isozymes. In: Soliis, D. and Pamela
Soltis (Eds.). Isozymes in plant biol-
ogy,- Discorides Press, Portland.



