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IDENTIFICACION DE 25 CLOMES DE CACA0 (Theobroma cacac L.)> POR
ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS

IDENTIFICATION OF 25 CLONES OF COU0A {(Theobroma cacao L.) BY IS0ZYME
ELECTROPHORESIS

RESUMEN

FH

Frr este estudico se sstablecisron lTos zimogramas por medio de

plectroforesis de iscenzimas de fos 23 clones de cacao del jardin clonal

T

cle Centro de Sgricultura Tropical Bulbuxyi JQCQTBULP, ubricado ep  San
Miguel Famén, Suchitepéques.

£l andiisie  igoenzimitico se  realizd  en e} Laboratorio de
Electroforesis de ta Facultad de foronomia de ta Universidad de San

Darios e Guatemala. S gtilizd un zistemsa de slectraforssis discontinuo

i

stemas enzimiaticos (8KD, ADH, EM,

en geles de poliacrilamida » nuesvs =
Ext, aCP, POEM, I10H, MDH » Prxd en hojag tiernas.

De los nueve sistemas enziméticos estudiados, en todes se registrd
variacién en uns o mée regiones de bincidn. Todas los patrones de
tingifn fueron repetitives, a excepcién de la peroxidasa en la gue las
regiones de tincian no fusron persistentes, Se pudo establecer que las

enrimae Fosfatsss Acida (ACPY, alccheol deshidrogenas (ADH) ¥  Acidao

H

shiguimice deshidrogenas (SKDY  son marcadores dtiles para realizar
ectudics de paternidad en cacao, ¥ que la enzima esterasa (Est) es muy
atil pars Ia identificacidn de los clones.

Un fenograma de Tos 2% clomes, utilizando Indices de simititud (o

diztancia genéticay permitiéd  agruparleos  en  cinco unidades. Esta
clasificacidn podria servir de gufa en la seleccidn de progenitores para

tratar de ohtener nivelss Gptimos de heterosis sn la progenie.

fe enceontréa alta contaminaecién en warias unidades clonales del

Jardin, por Jo gue es recomendable que se realice una purificacion
mediants e] use de las caracteristicas morfoldgicas de los clones ¥ por

medio de marcadores (sosnziméticos,




1. INTRODUCCION

El uvsc de marcadores lsoenzimiticos permite medir variaciones
genéticaz a nivel de ggpecie, entre pobltaciones » derntro de poblaciones
Tindividuns). Lo cual es impoartante parsz ampliar 1oz conocimientos de
estructura v diferenciacidn genctica, aspectos impartantes aplicados a ia

. ¥ .
resolucitén de problemas relaciconados con ta evolucidn ecolbégica ¥

fitomejoramiento en ta agricultura,

En Guatemala se encuentran colecciones de cliones de cacac
ariginarios de warios palises. def  come colecciones de  hibridos
rezlizados en nusstro pafs & través de polinizaciones artificiales, La
caracterizacion de wstos clones ¢ bhibrides se ha realizado hasta ahora

por medic de descriptores morfolégices los  cuales no siempre  son

ctos ambientalee pueden variar

i

convenientes, an parte debido a gque los ef

tae caracterieticas de lasg plantas. En general, se tienmen muchas dudas

sohre Jas relaciones filogenédticas de Tos diferentes grupos de cacao.

Este estudio ze realizdéd utilizandeo electroforesis en ogeles de
poliacriltamida de nuewe eistemas enzimiticos. La finalidad fue obtener
marcadores bhioguimicos que permitieran identificar log clones de cacac
del jardin clonal del Centro de Agricultura Tropical Bulbuyéd (CATBUL) de
la Facultad de agronomfa de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
l.a fase de taboratoric s tieud a cabo  en el Laboratorio de

Electrofaresis odel Imstitutn de Investigaciones Agronémicas {(I1IAY de 1a

Facuttad de agronomia.

De las nuzue enzimas sestudiadas (4cido shiquimico deshidrogenasa,

2 epnzrima malica, gsterasa, fosfatasa Acida,

Qs
11

H

alcohol cdeshidrogen

fosfoglucomutasa, fsocitrato deshicdrogenasa, malato deshidrogenasa ¥
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peroxidagsy, todas exhibisron varjacién (poalimorfismo? al menos en una de
tas regiones de tincidn, » todasz presentasron zimogramas repetitivos.
Excepte ta pesroxidasas en que taszs reciomes gques exhibieron wariacidn no

fueron constantes, pero osi fusron repetiticss las regiones invariables.

Loe resultados de esta investigaecidn seran utilizadeos para la

fdentificaridn dﬁ)pjﬁﬁﬁ&% stipicas en las unidades clonales del Jjardin

clonal » otros estudics relacionados con e genédfices del cacao.

A oen el Ifnstituto de Investigaciones

b
-
i
i
-
s

Eeta investigacidn s

Gorondmicas con &) apovo de ta Direcoidén General de Investigacidn de Ja

Universidad de San Carlos oe Guatemal a.




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3

Las poblaciones de cacac presentan gran variabilidad debido a tas

hibridaciones naturales » artificiales entre JTos diferentes grupos. Ezta
variahilidad ha permitido 1a zeleccién de cultivares gue por uni U otra
caracteristica deszeable s=e han mantenido invariahles a través de su
clonacidn. Los Jardines clonales provesn apoys a maltiples
investigaciones, por lo cual es importante 1& caracterizacidn adecuada de

lee materiales ah{ mantenidos,

Nezade e inicino de ta investigacidn =e comenzd a sospechar la
existencia de plantas contaminantes en alguras unidades clopates de cacao
del dardin clonal del CATBUL, dehido a que se encontraban zimogramas
diferentes para e} misma ol o cuando ee analizaban diferentes plantas de

s miema unbdad etonal,

La electraforesis de isoenzimas en geles de poliszcrilamida permite
1a caracterizacién rapida » confiable de loe cleones de cacao ¥ aruda a
shtener marcadores biogquimicos datiles para realizar estudios genéticos
avanzadns en los que los descriptores morfolégicos son poco otiles. For
sets razén se ubilizéd estz técnica para identificar los 25 clones de

cacac del ardin clonal del CATEUL.




3. MARCO TEORICD
3.1 Marco conceptusai
3.1.1 Origen del cacao
Catao Theobroms cacao L. Familia Zterculiaceae
El cacac ez originaria de las regiones tropicales de América
Cemérica ﬁentﬁa!y Amazonia, Ecuador, Fern) “(Soria {323 Enrfgues
133y, Bu cultive se desarrolléa hace unes tree mil  afios en
Mesoamérics, por los Aztecas ¥ Mayvas {Cuatrocassass C¥22, quienes lo
utilizaron con fines ceremoniales » ¢opo moneds. Estos aborfgenes
extralan de las semillias secas una bebidsa 1amada "el! Vicor de ]QB
dioses" (Dierendanck 13y, » sra destinada a caciques ¥ reves
(Meiespin (23320, Actualmente de las semilias termentadas, secus,
tostadas » molidas con azdcar sze produce el chocolate, el cual tiene

varios usos.

El cacac es una especie diploide, con 20 cromosomas {Glicenstein
¥ Fritz (%)), el Goamn avtoincompatible, con polinizaclén crurzada
considerada superior =zl $54, (Enrigquez (133>, La polinizacidén es
realizads principalmente por insectos de las familias Cecidomyiidae ¥

Ceratopogonidae, siendo el géneroc  Forcipomyia  uno  de Tos més

importantes (Young €400,

La planta puede alcanzar aliuras hasta cde 20 m. Las flores se
praoducen en cojines florales, sobre o1 tallo » Jas ramag, éstas s0ON
completas, pentémeras + los sfpalos » pétalos estédn zoldados por la
base » forman un capuchén blance que cubre las anteras, Les frutos
pueden tener sntre 20 v 40 zemillas seqgun Melespin (23), En frutos de
palinizacidn likre porcecentesz del dardin clonal del CATBUL s=e han

enconirado hasta %3 cemillas,
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El c¢acac se ha propagado por  semillas, procedentes da

hibridaciones naturales » artificiales entre loe diferentes arupos, 1o
que ha generado 1a &lta variabilidad exiateﬁte en las poblaciones
Clépez 22130, MAopartic de 1930 se ampexé.a utilizar la propagacidn
vegetativa (Hraudeau (33), 1o que dio Jugar a2 la selececidn de los
primeros clones en @américa (Garcia <1403, Entre ellas los 1CE del
Colegio Imperial en Trinidad, 1oz QO del' Centro Interamericano de
Cacan en Costa Rica, los SPA » APA de la Estacidn de FPaimira en
Colombia, 1ns EET de 1z Estaciédn Experimental Tropical de FPichlingue
en Ecuador, tos S04 de Escavina, Ecuador, loe IMC de Iquitos, Pera,

Tos UF de 1a Wnited Fruit Co. en Costa Rica.

Segun Lanaud (200, ! cacao cultivads originalmente por los Maras

y loe drtecas ez o] actualmente denominado Criollo.

Otros tipos oe cacao, !lamados Forasteros existen en estade
silvestre en América del Sur, en el wvalle del Amazonas (Chalmers (35)3
Coria €323y, Su domesticacién y cultive se desarrollé hace dos o tres

siglos (Lanaud (2002 en la cuenca del AmMazonas.

En general, los &rboles de cacaoc se han dividido en sstos dos
grupos, Cricllos v Forasteros, gue se distinguen segdn Lanaud (20} por

1a forma ¥ color de sus frutos ¥ semillas, de la manersa siguiente:

£

a. Criollos Theobroma cacag L. ssp cacac Cuat. tienen frutos verdes o
rojos antes de madurar, estos frutos son delgados ¥ alargados con
surcos profundos ¥ tiemen semiltas bklancas o rosadas. Aquf se

A

encuentran las poblaciones silvestres » cultivadas de Centro América v

tas del norte de América del Sur,

b Forasteros T. cacao ssp sphaerocarpum Cuat. tiepnen frutos de

warias Formas, generalmente verdes antes de madurar, con semilla




aplanada » pequefia de color wicleta oscuro; aquf se encuentra la
subdivisidn amelonado, gue es extensamente cultivade en la regidn bada
del éAmazonss, en  Brasil, el oriente de Venezuela »y Guyanas.

Constituve poblacionss silvestres » cultivadas.,

c. Ei tercer grupo es 2! Trinitario, gue es congiderado wun hibrido
entre Criollo » Forastero, Posiblemente unc de sus orfgenes fue la
sustitucidn de %rbm!@@ destruidos por un ciclién en Trinidad con
Forasteros, lo gque dio lugar a una hibridacidan natural, éstos se
distribureraon en muchos palses (Chesszman (42, Prezentan todos los
fipoz intermedios entre Cricllo » Forastern (Braudeau (322 » no se

encuentran en forma =ilvestre.

De acuerdo a2 Chessman (4), ei centro de diversidad ¥ origen del
cacan podria zer ta reqgitdn alta del Amazonas, al ceste de Ecuador. EI

grupo Cricolloc tambidn pudo originarse ahi.

Varios tipeos de cacac se han introducido en Africa con mayor o
menaor #xtto, La introduccidn a este continente se origindg de dos
fuentes: @) de Belem en Brasil (amelonado? a Sao Tomé en 1882 » de
aquf & Ghanas » by oe Surinam a la isla de Fernande Poo en 1840, (una

mezcla de Trinttario v aAmelonador Jlanaud (2002,

Fr 1528 el cultive fue llewvado de emérica s Europa (Enrfquez
(133, Posteriormente Ffus introducido en @sis & principios de 15840,
Lz primera plantacién de Trinitario se establecid en Nigeria, con
frutos procedentes de la igla de Fernando Poo v de ahf se distribuxo

an varios pafaess del oeste de Africa.

Ern los aros 934 5 1938, Jas mavores productores de cacao en el

mundo fueron Dosta Ricsa, Tuba » la Fepdblica Dominicana, Para 1982




los principsles productores centrosmericancs fueron [Costa Rica >

Guatemala.

Hoy en disa se tienen muchas dudas cof respecto a 1as relaciones
exiztentes entre los wvarics tipos de cacao v su origen, debido a que

tas caracterfsticas morfoldgicas no dan siempre una respuesta precisa.

Hazta el presente Tos programas de produccidn en el oceste de
Africa » muchos palses de Amdrica Latinag se basan en la producidn de

hibridas entre estos grupos (Lanaud (2020,

“
3.1.2 Marcadores isoenzim&ticos ©

Decde o1 descubrimienta de las jgscenyimas por Hunter » Markert en

i

1987, dstme han sido de mucha importarncia en wvarias ramas de Ta
biologla (Stebbinsg (3433, £l uspn de marcadores iscenzimdticos, tiene
aplicaciones practicas en varics campos, mas notablemente en estudios
de poblaciones, genédtica, citogendtica, » recientemente en ftaxonomia »

caracterizacion de germoplasma en plantas (Simpson ¥ Withers (31020

Los marcacdores iscenzimiticos han proporcionado buenos resul tadaos

para estudiar la diversidad genétics, » en otros estudios como en ia
determinacicn de sistemas de cruzamiento, determinacioén de la pureza

cie Ta =emilla, flujo genédtico, caraterizacidn de germopiasma,
conservacion de los recursos genédticos, identificacidn de genotipos
$lite resistentes a enfermedades, construccién de mapas genéticos,

fclentificacidn de hibridos ¥ de cultivares,; sstimacidn de tasas de

atogamiz, eta.
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Muchas especies e plantzs han sido estudiadas para el
polimorfismo enzimatico » casi todas han mostrado variacién para uno o
mas loci (Mielsen (25y), El uso de los marcadores ispenzimadticos ha
permitido Ja cuantificacidén de la wvariabilidad genética en 1las
poblaciones paturales, 1o gue ha dado una viziédn mis precisa de !a.
genética de poblaciones, de los procesos evolucionarios y de las

relaciones filogenéticas entre poblaciones Me jla (22)).

En Guatemala la electroforesis de iscenzimas adn no se ha
utitizado intensivaments en 1a caracterizacitn de materiales
vegetales. Eeta técnpica permite resalizar estudics mas avanzados en
lag que los descriptorss fenotipicos zon de poca o ninguna utilidad
tEViat » Kennedy» (1132, ftre aspecte importante en el caso de
irboles es que para hacer estudios de caracterizacidn no es necesario
geperar a que éatos fructifiquen tTo cual podria tardar varics afios, ¥a
que puede hacerse en cualquier etapa de su desarrallo, incluso hasta
en los embricnes o semillas. arus et al. (1) resume las ventajas de
los marcadores jsoenzimidticos de ta siguiente manera: 1) zu expresion
generaimente no es alterada por el ambiente; 2> su fenotipo puede

determinarse en semillags o en pléantulas;  » 3y su expresion es

generalmente codominante.

L.a heterogeneidad enzim&tica en las plantas es la base del uso de
tas isoenzimas, éEsta se hacg evidente cuyando se separan en suUus
diferentes Fformas moleculares, de acuerdn a SUs Cargas eléctricas,
permitiende asf, el eztudio de la wvariabilidad genética entre

irndividuocs (Gottlieb (1722,

lLos genes representan un segmento del ADN » cortralan un conjunto

desarrollto, ocupando un determinado locus,

+,
&
Q
m
L
B

de procesos especd

El producto e 1os  genes, generalmente es  wuna protefna » el




?

desarralio de un  organisme  depende de  sus protefnas especificas

(Ramirer, st al, (E82).

Er el watudic de las (sosnzimis &2 recesario conocer su genética ¥

sy estructura (Botiliebl 17y, Lae enzimas pueden estar formadas por

313

L}

una copia de la caden polipeptidicsa (eprima monoméricay, dos o mais

copise fdiméros COR dos copias, trimeros CO0 tres copias, tretrameros

I

boad. Para un individuo dipioide heterocigoto

s

rop rustro copia

]

y 0
para un determinado loous, 1o segmentos de D3 que conforman SUs dos
atelos, 88 diferencian &n  uno o mis nucleotidos ¥ coadifican
polipéptidos que difieren en uno o MAS aminchcidos. Tamhién pueden
haber diferencias en 1a conformacién espacial ¥ en ta carna neta de la

protelina, Po gque influyre e Fa  mowilidad &l sepEArarse por

i@,

I

electrofors

Cusnde tas enzimas 5@ separan por glectroforesis, @ ohtienen
patrones de mandas o TimMOgramas. En el caso de una enzima monomérica
tos individuos homoo igobtos para un lacuz con dos alelDs, presentaran
una hbanda » 108 heteracigoatos dos bandas similares; la handa mas
slactroposi tive (A2 migrard menos distancia y la mas electrmnegatiuaf
{a) migrard mMAS distancia. Er las enzimas diméricas 1os homoc i gotos
(O o aa)r presentaran siempre una banda ¥ lms heterocigotos {Hx) tres
bandae equidistantes, tepiendo 1a central el doble de intensidad que
lae handas parentalesg 0 tas enzimas triméricas 1ms heterocigotos
presentaran cuatro bandas (AR, Bvn, A’ ¥ amad (Ramirez et al., 1987
Bottlieb, 17812 ¥ &n lag enzimas tetraméricas los heterocigotos

preaentaran pinco handas (ARG, e, Hfaa, Aaza ¥ samay (Gottlieb

-

E14yy . Loz patrones de bandas esperados para un tarus con dos alelos

%,

para enyimas o omeras, dimeras, trimeras vy tetrameras =€ presentan en

ta Figura t.
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Estructura cuaternaria individuos

FParental 1 Hibrido Parental 2

Monémero £ )
] &

Dimero 4y LT
aa aa _

Trimero farars oo
AR a
Aasa
Baa Aal

Tetramero RTATSTAS _— T T
P a

PeTAY-F-
Mans
aaaa anaa

Figura 1. Zimog Hﬁa de un  Jocus con dos alelos para enzimas:
mondmeras, dimeras, trimeras » tetrdmeras (Ramirez et
al . {(28); Gottlietr (143},

3.1.323 Electroforesis oe isoenzimas

Hav diferentes téenicas de electroforesis, que dependen del medio

zoporte que se utilice (agar, almidén, acrialmida) {(Mielsen (25)).

La electroforesis en geleg de poliacrilamida, es la més empleada
pars la separacitn de macromolécutas (protefnas ¥y dcidos nucleicos?y
estas geles son inertes, transparentes » elésticas, carecen de grupos

ipnfzables, no reaccionan con las biomoléculas » son compatibles con

ta mayarfa de amortiguadores (Panz et al. (2721, La mayoria de
trabaios con iscenzimas e han  realizado en geles de almiddn,

principalmente debido =z que estas geles pueden cortarse en varias

roddaiase v revelar en cads rodaja una enzima.,

By oprincipio bidsicd es la migraciton de particulas al someterlas a

un  campo eldctrico, debiendo tenar eetas particulas una
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potaridad que sex susceptible al campo eléctrico que =e les aplica

(Contreras » Mansilla (Fiax. La wvelocidad de migracién de la molécuta

la determinan s€u carga, st tamafio »¥ su forma (Ponz &t al, (27»)

e

Tadoz los tipos de electroforesis estéan gobernados por el

principico general de la formuls ziguiente:

Mo i Vidad de ‘ Unltaje aplicado x ﬁarma'meta‘ﬁe Ta moléculs

ta molécula = Ericcitn de ta molécula

En ta electiroforesis discontinua en gel de polizcrilamidsa el
medic soporte estd compussto por dos geles; una gel de concentracibn,
que contiens de dos & custro porciento de acrilamida » una gel de
reszalucidén, que contiene de siste a 20% de acrilamida. En un sistema
digcentinuan de amortiguadores en donde 1z gel de concentracion ¥ tos
extractaos tienen mavor fuerza ianica ¥ un pH inferior que 1a gel de

resclurién (Orpstein (240, Figura 2.

o

BUFFER ELECTRODQ,

LA

GEL DE CONCENTRACION 44, pH 6.8

GEL DE RESOLUCION 12 X, pH 8.8

e i s R e e
BUFFER ELECTRODO, pH 8.3

Figura 2. Fsaquema de la composiciGn del sistema de electroforesis
discontinuoc,
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Loe  siguientes principios determinan la migracién de las

molécutas en el sistema discontinuo (Olark v Switzer {433, figura 2.

A1 colocar las musstrasz en la gel de concentracidn, esta gel esti

313
g
T
3
i3k
13

entre dosg si amer tiguadores de glicina a pH 8.3, Al inicio los
iones de glicims tienen carga de -0.1 2n este pH, al entrar en
contacte con ssta gel, =se encuentran con pH mis  baioc por el
amor tiguadoer Triz HOV, entonces dstos gons titulados a un pH menor
{&6,%0 T que reduce el promedioc de cargse -1 en los anicnes de la
glicina, feto reducse 1a movilidad de la poblacidén de iones de glicina.
A un pH A4.% muchas de las protelnas tienen cargas negativas ¥ muchas
pusden wvencer las interacciones de $riccién, por in general tienén.
mavar movitidad gue los jones ode glicins. Fste fendmeno provoca que.

Tas proteinss se acumulen al $frente de los jones de glticina. For su

parte Jaz iones clorhidricos en la gel de concentracidn con una carga

1

neta [-1 de tamano miz pequenc ¥ poca friccidn, migran mias répidamente
que las protefnas, dando como resultado una movilidad anionica en Ta
el de concentracién de la siguiente manera: [C1 (-3 > protefnas (- 2
glicina -31., En el siguiente paso es necesario un flujo de ioches
adicianales, 1o qus provoca que =1 frents de jones entre a la gel de
resolucidn, que en este momsnto tiene un pH &8.%, ésto produce dos
sucescs: 1y el avance e los ijones de glicina que son nuevamente
titulados a pH 8.%, por el amortiguador utilizade en 1a ge! de
resalucidn, ocasicrando que la glicina adquiera carga [-1 ¥ rﬁaymr
movilidad aque lasz proteinaz; v 2 las protefnas también son tituladas
al nueve pH de Tz gel de rescolucidn, entonces cada una de ellas toma

una bands dizcreta » se inicia ta migracian.

La lacalizacian de cada protefna en la gel se realiza por medio

e una tincidn ezpecifica.
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2.2 Marco referencial

3.2.1 Jardin clonal
La Fipca Bulbuxyd estd ubicads en Ban HMigueld Panin,
Suchitepéquez. En 1949 ésta fue donada por el Lic, Flavie Herrera a
Ta Univereidad de San Carlos ¥ en 1978 su adminiatracééﬁ quedsd a cargo
de la Facultad de aAgronomiz. En 1981 ge ie denomind  "Centro de

Aogricultura Tropical Bulbuxyd {(CATBULY", con la funcidn de apeoyar los

programas de docencia e investigacidn de ta facultad,

Ezte centro tiene wuna extensidn de PO hectéiress, s& encuentra a
una eltevacidn promedia de 3225 msnm: entre las coordenadas 14° 397 39"
Tatitud Norte » $1922°00" longitud Deste. Se encuentra en la zona de
vida Bosgue Subtropical Hamedo, con temperatura media anual de 24
grados ©, mAxima de 2é grados © v minima de 18 grados Ci; precipitacion

promedio anual de 4000 min v humedad relativa de a0 .Y

El cagao &% uno'de los cultivos principales del CATBUL. En este
centre se encuentra un jardin clonal de cacao el cual contiene 25
clopes de diferentes origenes. Estos clones se ocbtuvieron del Centro
fgrondmico Tropical de Investigacién » Ensenanza (CATIEY, Turrialba,
Costa Rica » se gsembraron hace 12 afios en unidades clionales de 24

plantas por clion.

En 2! transcurso de los afos, varias plantas se han perdido,
posiblemente por el atague de enfermedades, las que algunas veces se
han reemplazado con plantas Jdvenes de diferentes origenes, lo que
evidencia contaminacién en  los materiales. En wvarias unidades

clonales hay plantas adultas atipicas al clon, Los clones existentes

en el jardin clanal del CATBUL v su origen e presenta en el cuadro 1,
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neg exigtentes en ol jardin clonal del CATBUL » su

Claones ‘ . Origen

- o L = T - o T2
Coeta Rica

1

1

B . S "R BB o S
4, EET S u v i cnen s narosaansnsssnssrnanassere Botiador
= EET #%.... D R e 1 - ¥ Pl
&

. EET %4... ew e s s e s a e msate s ECUador
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? ETT 40, . it s e e st s s ormrnnansavavavaensa . ECUador

1. I A, i it s s s v v v s n s s ancavastnnnrssansnsen Trinidad

W,

11 . MO BT . it e s v v b s s n s s i n e s s s an sy BTG
T2, Pournd 7o s v s st av s ansennrsssnnsnnsnasssns Perg
18, Pound 12, i it e v s onorrnnrvovrennanrrnusanesas FHEPO

T4, BOM du vt s cnncvnnanaesnrnssssnannecsensnssas Ecuador
I8, BUA 1. . s msnren s s rnansnsuwnenvnsnne BCuador
L L T MR = =R =)
17, UF Costa Rica
182, UF Fr e mr o aar e a e n v nsennsas Losta Ficsa
19, UF rrrrverarrusasaranswas Logta Rica
2, IF Costa Rica
21, UF Costa Rica
22. UF sr e r s a s e anss s LmEta Rica
23, UF Costa Rica
24, UF osta Rica
25, UF v s s v s renreenunrsenussasy Lpeta Rica
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Durante variocs anes ze han reallizado hibridaciones artificiales

gntre wsatos  cliones, la  =emilia hibrida obtenida s vendid a

i

productores de la regidén para establecer plantaciones comerciales.

3.2.2 Estudios con marcadores isoenzimiticos en cacao

Atkingon, Withers » Simpson (2) estudiaron semillas de diferente
procedencia oon 29 sistsmas  enzimaticos  en  hojag 17 szistemas
presentaron actividad, nusve exhiblieron variacidn ¥ #&la en siete esa
variacidon fus reproducible. Sé&lo la peroxidasa se eztudid en corteza
¥y presentd variacidn, Las enzimag gque presentaron variacién fueron:
coida, alcohal deshidrogenasa, snterasa, malato

fosfatasa -}

i

deshidrogenssa, menadiona reductasa, fosfoglucoisomerasa ¥

fosfoglucomutass.  Para este sstudio e uwtilizaron geles de slmidén.
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Larnaud (20y, estudid el polimor+ismo de  las  enzimas
fostoglucol somerass, fosfoglucomutasa, malato deshidrogenasa,
isocitrate deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa » fosfatasa Acida en
diferentes grupos de cacao para intentar determinar 1a ptitidad de los
marcadores para reflejar Ja historia del cacao y praoveer informacion
sobre su estructura genética » su diversidad. Encontré que.e} grupo
de cacac proveniente de la alta amazonfa 't se distingue por su alta
diversidad. Concluvendo que los marcadores enzimaticos son gtiles
para estudiar ta variabilidad genética del cacao ¥y que pueden reflejar

sy diversificacion ¥ su historia suclutiva.

Mgambi (24>, estudid variabilidad genética en cacao, Utilizoé
electroforesis en geles de almiddn v extractos de hoja de 10 plantas
de cuatro cultivares. Euslud 11 =istemas enzimiticos y concluyé que
1a fosfoaglucoisomerasa » la enzima méilica pueden ser de interés en

estudios genético,

Elliot »  Kennedyr 117, estudiaron la peroxidasa con
electruforesis en aeles de almidén » los zZimogramas obtenidos fueron
uzados para clasificar &1 germoplasma de la coleccién de cacao de "The
Foccs Research Unit" de la University of the West indies, trabaljo que

yva se habla realizado con otras enzimas.,

Yidana, Kennedy » Withers {39y, estudiaron las jsoenzimas de 1a&
peroxidasa., Utilizaron hojas madurzs v corteza de 12 clones de cacao.
Oheervaron gue las holdas maduras muestran menos bandas que el telide

che artezs pera con coloramiente més  intenso, ¥ o que ios 4rboles

x]

maduros del mismo clon producen zimogramas idénticos o casi idénticos,
Ery los cases en que 105 zimogramas no 200 completamente idénticos 1a
variacién es generaimente en una o dos de las cuatro zonas principales

of g coaloramiento ¥ U presencia n o disfraza 1 a
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distincidn de Jas principales bandzs caracteristicas de los clones.
#Ademis, estos autores cresen que la caracterizacién de cacac por medio
del anidlisis jeoenzimitico prodria convertirse una prictica rutinaria
que wvendrfa a sustituir o complentar los métodos tradicionales de

caracterirzacidan.,

2.2.3 caracteristicas de las enzimas " )

mas, Ta Jlocalizacidn subcelular » la

ET ndmeroc de  fsoenz
estructuras cuaternaria de las nueve enzimas estudiadas se prezentan en
el cusdro 2,

Cuadro 2. Hdmero, localizacidén subcelular » estructura
de nusue enzimas.

Enzima fzoenzimas localizacidan Estructura
Shiguimico deshidrogenasa -2 8] Ronomer o

o itmipRelirr-Eaknl
Alcohal deshidrogenasa {3 C dimero
Ernzima m&alics 1 C tetrimero
Ezsterasa 2=-10 C dfmero

monomero

Fosfatasa Acidz ol Varios cdimera
mondmero

Fostfoplucomutassa £ £, p mon&mero
fsocitrato deshidrogenasa i £ dimero
Mzlato deshidrogenacsa 3 ¢, mt, mc dimero
Feroxidassa z2-13 T, pe dimero

MmOn Gmer-o

Fuente: blegsden » Wenddel {37y,
c= citasal; p= plastidioy mit= mitocondriay me= microcuerposg
po= paredd celuylar,
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4. OBJETIVOS

Generales

A

Identificar los 25 clones de cacao del dardin clonal del CATBUL

mediante o1 usn de isoenzimas.

Especificos , 3

fGralizar las fepenzimas de las enzimas: Acido shiguimico
deshidrogenas, alcohol deshidregenasa, enzima malica, geterasa,
fosfatasa  Acida, foefoglucomutasa, jgocitrato deshidrogenasa,

malato deshidrogenasa » peroxidasa,

Determinar que enzimas y que regiones pueden ser de utilidad para
1a identificacien de los clones » posteriores estudics sobre

gendtica » reproduccidn &n cacao.

£1aborar un fenograma de los 25 clones de cacac mediante la

comparacisn entre bandas,

5. HIPOQTEESIS

Por 1os menos algunas de las enzimas estudiadas son polimorficas

¥ en combinacian permiten 1a identificacién adecuada de cada

B

oo,
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4. METODOLOGIA

a., Depotipos de rcacao

El material wvegetsl lo constiturefon los 2% clones de Cacao

existentes en g1 Jardin clonal del CATEUL. La denominaciéan de los

clones » Bu origen 8 muestra en el cusdro |,

b. Eolecta y transporte de las muestras

e cortaron ramas ode 10 a3 15 cm de largo, gque contenian holas
tiernas de doz a 10 om de Targe. Las ramas se transportaron al
taboratario en tubos de ensavo que contenfan 10 ml de una solucidn
de szcarosa al dos porciento. & Jos tapones de hule de lTos tubos se
les abrid un aguljero por 81 cual se insertéd la base de 1a rama hasta
que hizo contacto con ta solucidn de sacarcsa permitiendo gue las
hojze guedasrasn fuera del  tubo. Despuéds de su identicacitn las
muegstra se cubrieron con bolsas plisticas v se transgportaron hacia e)
taboratorio sn una hielera. En Ia %iguré # =e presenta la colocacion

de Ta rama ce cacac dentro del tubeo de ensavo.

Figura 2. Esgusma de lta colocacian de la rama tierna de cacao
dentro del tubo de ensavo,




C.

| R

Preparacian de geles de peliacrilamida
Se utilized unm siztema discontinuo, gue consistidé 2n uwna gel de
resclucién con 172% de acrilamida » una gel de concentracidn con

cyatro por ciento de  acrilamida. i.a electroforesis fue #n una

dimensién, siguiendo el métode de Laemmli (192, Las socluciones stock

para la preparacion de las geles v amortiquadores se presente en el

anexo 1. , "

Extraccién de las muestras
Ge tomaron 80 mg de hoda tiernpa recién coptada » & maceraron

con 00 microlitros de buffer de extracei&n en un mortero frio. El

puffer de extpraccian fue &1 siguiente:

0.1 M Tris—HCH, pH 7.5 38 ml

Triton X100 25
Z-Mercaptostanol Z microlitrog ml
Polvuinylipalyprrrolidone G

El pUrPP » el mercaptoetanol se agregaron a1 momento de
ser usado &1 buffer. @ademis se  agregl Un mQ e
bromofeno! a rcada 10 ml deg buffer el que sirvid de
frente durante 1z corrida electroforética.

El macerado e trastads a un tubo de reaccién Ffriac » s=e
centrifugd durante ocho minutos, se tomaron 250 microtitros del
sobrenadante ¥ se pasaron a otro tubo de reaccién frio, al que se le
hablan afadido 75 microlitros de glycerol can el Fin de agregarle
peec & la muesira. Terminada essta etapa las muestras estuvieron

listas para la electroforesis, estas muestras se mantuvieron en el

congel adar hasta un miximo de tres dias.

Cargado de las muestras
Cuandn las geles de concentracidn polimerizaron se procedid a
ratocar las geles en el aparato de electroforesis, e anadid el

huffer de  electrado  frfo. Inmediatamente despuds, cen una
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micropipeta, se depositd en cada pozo 135 microlitros de los extractos
vegetales cuando se utilizd el aparata de electroforesis pequefio
(Bia~Rad Mini-PROTESN I Dual Slab Cel) » &0 micrelitros en cada pozo

cuando se utilizd el aparato grande (Bio-Rad FROTEAN 110,

Condiciones de Jla corrida electroforética
Las corridas se realizaron dentro del refrigerador, con bolsas
L .
de hielo rodeznda el aparato de electroforesis v recirculade agua
friz entre mangueras de plastico en el buffer de electrodo, las geles
pequefias =¢ corriercon a 200 veoltios durante 70 minutos » las geles
grandes a 200 woltios durante seis horas. En ambos casos se utilizo

una fuente poder Fiszher (Riotech electrophoresis systems FB 105>,

Revelacidn de enzimas

Durante 1 transcurso de s corrida, se pesaron y s¢ midieron
los reactivos para tefiir dos enzimas, debido a que se corrieron dos
geles peqguefias en cada corrida, Mientras que para las geles grandes
ze corrieron cuatro geles en cada corrida. Al finalizar lta corrida,
inmediatamente ze desconectd la fuente poder y el recirculador, ¥
cimulatineamente ce separaron las geles » se mezclaron c;n los

reactivos, Para tefiir ogeles pequefizs e utilizaron 50 ml  de

colaorante ¥ para geles grandes 150 ml,

s

Cuando las enrimas ze revelzron, las geles se lavaron con xgua »
ge fijaren utilizande dcide scétice glacial, metanol » agua, en
proporciones  1:1%:5; o glicerol, Acideo acético, agua, etanol en
proparciones de 1:2:4:5 (Stuber et al., (35 ), Las peles que se

ron inmediatamente se mantuviercon dnicamente en agua (hasta

ik

armaliz

by

dos semanss) para evitar la degsecacidn.
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h., Sistemas enzimiticos que se estudiaron

Se establecieron » analizaron los zimogramas de las enzimas
acido shiquimico deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa, enzima
malica, esterasa, fosfatasa 4cida, tfosfoglucomutasa, isocitrato
deshidrogenasa, malato deshidrogenasa ¥ peroxidasa en cinco rboles
de los 25 clones de cacac del jardin clanal existente en el CATBUL.
flas soluciones reveladoras de estas enzimss se presentan en el anexo

2.

Variables

Fara establecer 1a Ffigura de Tos zimogramae ze utilizé la
variable distancia de migracidn de las bandas » para la elaboracion
del  Sfenograma que agrupa  los  diferentes eclones de cacaocs se

vtilizaron tas wariables ausencia o presencia de bandas,

Establecimiento de los zimogramas ¥ su analisis

FPara el establecimiento de los zimogramas se corrid por 1o menas
nuevs vecss cada clon para cada enzims, a excepciédpn de Ta enzima
dcido shigquimico deshidrogenasa » alcohol deshidrogenasa revelada con
0.1 M Tris-HIY, pH 8.3, qgue <é&lo e corrieron dos veces, Los
zimagramas se dibujaron a escala » se tomaron como base zimogramas
obtenidos en las geles grandes, «on excepcidn de las enzimas 4cido
shiguimico deshidrogenasa » alcohol  deshidrogenasza revelada con
buffer 0.1 M Tris~HCY, ph 8.3 en las que se tomd como base zimogramas
chienidos ern oeles peguenas, Ademis  las geles reveladas se
fotografiaron con el fin de obtener uma Fidelidad en los zimogramas.

La gatructurx de las enzimas se determind en base al patrdn de bandas

que presentaron los diferentes clones.
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Ei fenograzma de los 25 ciones s elabord de la siguiente manera:

22 cada OTU 1o conztiturd un claong b)) Tos caracteres lo constituyeron.

las bandas mostradas por cada enzima, no se tomaron en cuenta las

brandas considsradass producte de ta hibfidacibn de alelosy ¢ 1a

=i C de  dato se construyd asignande valeor de uno  a;

i
15

E 1]

matriz b

4

.‘
i

-1s

)

v a3 ta ausencia de bandasz; d) los valores de-

presencia v o
cimititud e abtuwvieron por medio del coeficiente simple de
correspondencias (Simple matchig cosfficient), El wvalar de este
coeficiente oscila entre uno » cerojy &) La matriz de similitud se
construyd uszands el programs BAPDPLOT  (proagrams disenade para el

anilisis de R&FDs, a) no incorporar bsndas hibridas entre alelos,

puecde utilizarse Daea analizar datos de isoenz iMas?); 2 ia
conformacion e fos  gQruapoe $e hize con el programa  PHYLIP
idezsrrallade en ta Universidzd de Filadelfiad;y » o) para el

agrupamiento oe Jos clopes se utiltizéd el ligamiento promedic no
ponderade (UPEMSY El procedimients completo de la elaboracidn del

fenograma 1o describen Crizci » Léapez (82,
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7. RESULTADOS Y DISCUS]ON
En la muestra de 125 pltantas analizadas, cinco arboles de.cada
_clon se encontrd que 23 4rboles (18.4 X0 no éorreapondié a los
patrones de bandeo eatablecidos., Este resultado indica que exiate un
alte nivel de contaminacién en el Jjardin clonal. Eg posible que
inicialmente durante &) transporte ¥ 1a siembra de‘los materiales e
havan cometido errores o que posteriormente los srboles hayan sido

reemplazados con otros materiales.

A1 haber altos niveles de contaminacidn en eete jardin clonal es
impasible garantizar el genotipo de los hibridos que ahi se producen.
£1 costo relativamente alto de la verificaclén por electroforesis se
jugtifica al tener la plena certeza de loe  materiales Que
posteriormente ze cometerdn & ronetantes pruebas de evaluacion a largo

plazo.

Al no contar con loe patrones de bandeo correspondientes a los
clones del estudic los resultadas que se presentan a continuacion sob
wAlidos nnicamente para los clones del Jardin clonal de cacao ded
Centro de Bogricul tura Tropical Bulbuxvé, siendo necesario eatabhlecer

sstoe patrones en la fuente original.

2.1 ACIDO SHIGUIMICO DESHIDROGENASA (SKD)

Presenta una region (figura 41 bien definida entre 1.2 ¥ 1.7 cm,
en nueetra interpretacién ézta corresponde 2 treg alelos de un gen.
S41a 21 clon EET 400 zeriz homocigota para l1a banda misg cercana al
origen fas), tres clones homocigotas para la banda intermedia (bk)
tpar ejemplo SPa 9y, 18 clones hammcigotaa.p&ﬁa ta banda més lejana &l
origen fccy fpor ejemplo Pound 12) v e6lo el clon UF &13 heterocigota

tac) v los clones MO 47 » UF 29 son heterocigotas para los alelos be,
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Esta enzims =zegin el patrén de bandes presentado es monomérica.

Es de mucha importancia el alelo raro (a» que poseen los clones EET

400 (homocigoata asy » UF &13 theterocigota ac).

7.2 ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH)

7.2.1 Alcohol deshidrogenasa (ADHD fRevelada con buffer 0.1 M Tris-
HCT, pH 7.20

Precenta dns regiones (Figura 52, una régidh*entre 2.85% a 3,2 om.
Los resultadeos indican gque posiblemente gxista comigracion en ecta
regian fes decir que hay producto de mas de unm gen en 1a misma
regidn? . Tres clones presentan una zmla banda, la mas Ccercana al
origen taal) Lpor giemple Found 122, Siete clones presentan 1a banda
mise distante del origen (hh)y {por ejempla, Catongo? . Qcho clones
presentxn tres bandas siendn Tz central miz fuerte Cabd) (por ejemplo
HF &13. Cinco clones tienen tres bandss, pero 1a mas distante del
arigen £ 1a mas fuyerte (paor sjemplo MO 872, dsto hace sospechar que
ecte presente otro gen. En esta regién la ADH parece tener

petryctura dimérica.

También se observa la presencia de otra region entre 2.4 ¥ 2.8
cm, gque presenta patrones de una ¥ dos bandas, observéandose claramente
que algunos clones como por ejemple FPound 7 tienen la banda mas
distante del origen (bbh2, ¥ atros clones como pof ejemplo IMC &7,
tienen 12 banda mis Ccercana al origen (aal. Gtros clones, como por

ejemplo EET 74 son heterocigotas por posesr l1as dos bandas (abk). En

eata renidn ta ADH se presenta Ccomo UNA enzima monomérica.

Cuande se utilizd poca cantidad de muestra, stioc se cbservaran
Mdos regiones, pero 21 aumentar la cantidad se ohservaron otras

i parecer A wly] polimerficas. fdemis, el

a

reqiones mis fjue

aparscimiento ds otras regiones podria estar influenciado por la edad
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de ta planta, plantas mas Jjdvenes parecen presentar més regiones que

Tag plantas mis adul tas,

2.2 Aleohol deshidrogenasa (ADHY  (Revelada con huffer 0.1 M Tris-

HCY, pH 2.8

0

Prezents dos regicnes bien definidas (figura 4., Lz regidn unao

esth phicada entrse 2.0 » 2.3 om presentx handas anchas. Clones como
por eiemplo UF 413 preseantan una banda, !'a mis cercana al origen,

atros clones, como Catongo presentan dos bandas, sienda en 1a maroria

de lops rlones mis Ffuserte la gue patid mas cerca del arigen. Por ta

tigera diferencia de ta intensidad de las bandas se sospecha gue se

trate de odos regionss 0O gQUe posibltemente hawa comigracidn.

e regian dos estd ubicada eptre 1.8 +w 1.9 cm, lag bandas son

la regidn uno, % potimdrfica con dos

E
o

mucho mis delgadas que las d
alelaos. @&lgunos clones, cono por eiempla Pound 12 presentan 1a banda

. cercana &l oriaen (asd. Clonss come por ejemplo SPa& ¥ presentan

:

mi

i

ia banda mis lejana al origen (hhd. Otros clones, como poar ejemplo LIF

13, presentan dos bandas faby de la miema intensidad.

£1 patrdén de bandas prezentado en ia region dos de la &DH

corpesponds a una enzima menomérica, lo cwual coincide con el zimogQrama

de 1z ADH de la figura 5. En l& regién una ef existe variacién en los
dos zimogramas de 1x ADH.

-

el que cuando se reveld tn ADH con buffer 0.1 M Tris-HOL, pH 7.2

se obtuvieron patrones de una » tres handas, on los que 1a m&s intensa

ne fug siempre ta central Jfigura 4y, Tambi#én se observd en 2algunas

corridas que la ADH reuplada copn este mismo buffer, algunos clanes,

coma por ejemplo en UF A&7 presentaron cinco handas, siendo 1a central

1ae  ladeos musy  débiles, o hien una banda

maz intensa » la e
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fuerte entre dos muy débilesz, como por ejemplo en UF 448, ¥ algunas
veces una Ffuerte con dos muyy débhiles arriba ¥ una abajo, come por
eiemplio en UF &77, Esto hace suponer que se trate de duplicacion de

bandas o bien de comigracidan.

La region dos de 1a ADH en plantas de polinizacidén libre de Found
12 tamhién presentaron patrones de una » dos bandas, lo que puede

contribuir a la interpretacidn de esta enzima.

Ademis deke tomarse en cuenta que esta enzima revelada con pH
7.2, en frutos de polinizacidn libre presenta patrones de una faa ¥
bbby w tres handas (ab) hien definidas en la regién uno en la progenie
de plantas heterocigotas de cagao. Fztn hace sospechar que esta

regién de la ADH es dimérica » que no hay comigracidan.

No se puede asegurar la estructura de ta ADH en lta regidén uno,
perc posiblemente se trata de un mondmero (Figura &Y en la nque existe
comigracién debido a que en algunos clones la banda mis cercana al

origen es m&s intensa o hien se trate de un dimero {figura 5.

Dtrs posibilidad es que se trate de una iscenzima diferente 1a
que =e revela en la region una de la ADH cuando se¢ cambia &1 pH » de
ser as{, al revelarla con pH 8.3 se expresa una regién monomérica e
1a que hay comigracién, siendo ta regién mé&s cercana al origen
invariable » ta otra wvariable. En 1a que ta banda de la regqidn
variable de los homocinotos aa, miagra la misma distancia que 1a banda
invariable, apareciendo una sola banda en eca regidn, mientras que en
los hemociagotos bk, aparecen dos bandas con la misma intensidad, ¥ en
1oz heterocigotos ab  aparecen  siempre dos  bandas, pero  con LE:
diferencia que la banda invariable es mas intensa qgue la mas Iejana &l

origen. Esto explicaria el cambio de intensidad de la banda mas

[#GPHOAD o L LRWHERSIDND BF SN TARES 5° SINIEMALA

i P T




30

cercana al origen de la regién uno, porgue en  ninguno de io0s
zimogramas de les clones #n ta que la ADH se reveld con pH 8.3 la
bands més lejana al origen se hava tefiido mas fuerte ¥ ademds la tanda

més lejapa al origen no hays aparecido sola.

ENZIMA MALICA (EMD

Presenta siete regiones (figura 70, la reqién uno esta ubicada =
2 ocm, presenta bandas anchas como peor ejemple las de Peound 12, no
definidéndose en ninguno de los clones el ndmero de bandas caontenidas
en esta Pegién.. FPar ejemplo en Catongo se presenta una banda mas
angosta ¥y mAs cercana al origen, mientras que en otros clones, como

por ejempla en MO £7 sze presentan una banda mae ledana al origen » de

rogor similtar & ta de Catongo.

]

La regién dos se ubica & 1.8 cm, todos los clones presentan una
banda, clones como por ejemplo Pound 12 presentan la misz cercana al

origen ¥ ctros como por ejemplo UF 647 1a ma= lejana al wrigen.

La region tres estd ubicada a 1.3 cm, se presenta como una banda
invariahle en 1z mavoriz de los clones, excepto en EET 3%% que fue el
doble de ancho a la presentada por los demis clones, pero no se

definia € e trata de mas de una banda.

La cuarta reqidn s& ubica & 1.2 cm, 1a mayorfa de los clones
presentan una bandsx, la mis cercana al origen, comc por ejemplo Pound

12, otrog clones coma poP ejempio UF &47 presentan doe bandas del

mismo grosor e intensidad.

La regién cinco estd ubicada & 0.v cm, se presenta como una
regién invariakle en la que no &6 definits si trata de mé&s de una

banda.
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Las regiones seis » siete se ubican entre 0.2 a 0.7 cmy, #8t4
compuests por sziete bandas, al parecer es invariable en todos loes
clones, la primera banda, o zea la mis ]ejéna al origen et fusrte,
luego se presentan tres bandas déhiles ¥ despuéds una fuerte, v arriba
de esta banda fuerte hay dos bandas débiles. Las siete bandas tisnen
Ta miasma geparacien » son las que primerd aparecen durante ta tincidn,
pero presentan el problema que cuando aparecen el resto de bandas
estas dos regiones se tifien intensamente v se pierde la definicién de
tas bandas, quedande dnicamente como una mancha. En algunas corridas
¥ en algunos clones se podfan observar cuatro bandas débiles en Tugar

de tree entre lazs dos fuertes, de cualquier manera e asume que pueds

]

haber comigracidén en esta regidn por el patrén de bandas presentado.

Por 1o que s interpretacion genética e dificil.

ESTERASA (Est)

Frezenta un patrén de bandeo complicado, que adn es diffcil
definir &l nomerc de regiones que presentan debide a que las regiones
estan muy Juntas, siendo diflcil establecer gus bandas corresponden a
que regQidn., Bin embargo s es ung enzima gue permite detectar
diferencias entre los clones estudiados ¥ que para este fin es mis
atil gque cualgquiera de las demis enzimas analizadas. Segtin los
patrones presentados por esta enzima 2n cacao es un monSmero. Los

zimogramas de lta Est de los 25 clones de cacao ge presentan en la

figura 8.

FOSFATASA ACIDA (ACP)
Fresenta cuatro regiones (figura %), la primera a 2.7 cm, es
homaocigota e invariable; fa segunda  entre 2.8 a 3.9 com, &=

polimérfica, con tres alelos, 10 clones, entre ellos Catongo tienen







34

custro clones, como por ejemplio Pound 12, tienen los

B .

ay

aielos hh, tres clones, come por sismplo MO &7, tienen los alelos ab
¥ oocho clones, como por esjsmpio UF 29, ki@ﬁ@ﬁ tos alelog ae. Los
clones heterocigotos f{(abk v at) presentan tres bandasg, siendo 1a
central mis fusrie, Fr esta regidn de ta aCP sy estructurs o8

dimérica.

a tesreoera v cuarts regidén Centre 1.5 s 2.1 ocmd presentan
comigracitn debide s gue hay patronss de una, dos » tres bandas.
Eatmg patrones no corresbonden 3 uns enrima dimérica, en o clones

grnn el miamo grosor e intensidad, ¥

aqus presentan fres bandas
ern algunos olones, oonn por edempio en Pound 12, ssidén Juntas » mis

separadss en otros, como por elemsto en F 847, EFrn toe clones cue
presentan deos bandss ambae son del mismo grosor, pero ba omis alejada
al arigen es més fyerte » s#n algunes clonss estan junitas, como por
eiemplo en Oatonan, ¥ en otros maés sepsradas, como por elemplio en UF
13, » en Ioe gue presentan una bandax {la més alejada &l origen?

siempre fzta es fuseris,

i

Las embriones v las plintulas de cacan presentan més regiones de

tinciétn gue las hojzs tiernas de plantaz adultas. e gue la regidn

ste documento, gqueda

i

dos de Ta A0F en planitas adultas descrits #n

entre dos regicnes cuando se analizan embriongs o plantulas de cacao.

E

tae dos regiones pueds rcausar confusidn cuanda se

{

La aparicicn de g

i

eeztudian embricnes o pléntulas de cacac, algunas wveces la regidn de
arriba de sstas dos reglones aparece 20 musstras de hojfas tiernas de
ntantas adultas cuando se aumenta la cantidad de muestra por pozo,
Las cuatro reglones agui descritas son persiztentes en holas tiernas

de plantas adultaz, en embriones » plantulas.
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Exizte la posibilidad de que en la regién dos de Ia ACP exista un
cuarta alela {mie cercano al origen)y no presente en los 2% clones
estudiados, pero gue puede estar presente en materizles de cacao
contaminantes del Jjardin clonal o bien entre los cacaos que estén
cerca de ésta. Este alelo se encontré en plantas de palinizacidn

libre oe Pound 12,

PR

La regicn dos de Ta fostatasa idcida es un marcador aGtil para
realizar ectydios genéticos ern cacan debido a que presenta

polimorfiemo, no exisie comogracion ni hibridacion entre bandas, » su

herencia es mendeliana,
FOSFOGLUCOMUTASEH (PGM

Presenta dos regiones (figura 100, una 2 2.% cm, la gque mostrd
bandas anchas, como por eiemplo en UE 447, no se definid si se trata
de mis de una banda.

La regidan dos migrd 1.8 om, 12 mavarfa de los clones, comd por
ejemplo Pound 12, presentan 1a banda més cercana al arigen. Sale IMC
47 ¥ POUMD 7 presentan Ta banda mas lejana al origen. Segin el patrdn

de banden, esta gnzima es moromér i Ca.

1S0CITRATO DESHIDROGENASA (1DHD

Presents dos regiones (figura 112, 1a regién uno esta ybicada a
2.3 om. EFrn wvarics cloneg, Como por ejemplo en Pound 12, se presenta
la bands méis cercana al origen » otros, como por gjemplo en UF 447, 1a

hapnds mas lejana al origen. Las handas fueron del miasma grosor e

intensidad,
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La region dos estd ubicada a 1.8 cm, se presenta invariable en

taodes los cloneg. Para ambas regicones no se pudo establecer &i se

encuentran mis de una banda.
7.8 MALATO DESHIDRDGEMNASA (MDHY

Presenta custro regiones (figura 12, la primera & 3 cm, con una
sola banda invariable ¥ consigtente en todas las corridas, €5 menos

o do

il

i

internsa que 13 bandx de 1z re

ubicad & 2.7 em, con una sola banda de

i
&t

l.a regiédn dos est

coloracitn fuerte, invarizhble » consistente en todas las corridas ¥ &n

todos lTos clonss.

La regidn tres ubicada entre 2.9 a 2.7 om, presenta patrones de
una v tres bandas, en los patrones de una banda s&lo se presenta 1a
handa mis distante del origen {(bb), como se observa en el clon Pmund
12 » otros clones. Erm los patrones de tres bandas todas las bandas
fueron del misms grosor e intensidad, unos clones, como por ejemplo UF
12, las preszentan Juntas, en ctros, coms por ejemplo en UF S13, se

presentan mas separadaz, ¥ en ofros clones, como por ejemplo UF 848,

k3

no se definieron las tres bandas =0lo se observa una mancha difusa del
ancho que ocupan las tres bandas mis Juntas. En esta regidén los

patrones presentados corresponden a una enzima dimeérica.

La reqgitn cuatro se ubica a 1.7 cm, presenta una regién tenida
débitmente, consistente » parece ser invariable. S&lo en el clon ICS
4 se logrd una perfecta defiﬁ%ﬁién v mostréd dos bandas del mismo
groszor e intensidad, en el resto de los clones no se leoard tal

definicién perno &1 ancho de la regién tenida e3 zimitar al! ancho que
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ccupan las dog handes de 108 &, La definicién lograda en el clon ICSH

& indica que podrfa ser la MDH en esta reqgidn una enzima monomérica.

PEROXIDASA (Prxl

Presents nueve regiones (figura 13y de las cuales, cuatro san

i

consistentes en todos lTos clones » en todas las corridas.

La regidn uno se localiza a ¥.5 om, #s indariable » consistente
en todss las corridas v en todos los clones, Ja coloracién de las
Fenidn varid en ios diferentes clones desde muy débil

Bancdazs en szxia

Fasta muy fuerte.

e reqién dos esti ubicads a ®.1 om, esta regién no fue
consistente en todae laz corpidaz v =2élo se presentd en tres clones

CITME AT, MF 12 v 504 A3 v cuando aparscid en uno de 2stos clones no 8¢

[

presentd en tos otroz dos,

En alounos clones gue presentaron esta region dio ta idea qus
peta hkanda pertenecia & 1a regién uno ¥ que los clones que la poselan
eran heterocigotos, perco reximente se trata de dos regiones diferentes
en 1a que una es consistente » la otra no lo es. e esa manera el
clon SC& & parece ser heterocigoteo cuando en realidad po lo es. For
siemplo, el clon IMC &7 presentd Ja banda de esta regidn en siete

corridas, pero no lta presentd en la occtava y novena.

La region tres eszts uhicada entre 5.3 a F cm, po fue coneistente

i

ern todos IToe clones ni osn focdas las corridas,

t

La region cuatro se ubica a 4.3 om, fue consistente =n todos los

rlones > en todas lasz corridas, mostrd una coloracion débil, » una

scla bhanda invariabie.
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La regidn cince estd ubicada a 5.9 cm, es una regién invariable
v consisctente en todos los claones » en todas las corridas. La banda
‘de esta region #s de coloracién més intensa qgue la banda de ta regidn

cuatro.

l.a regién seis se ubica 3 5.4 cm, la banda de easta reglidn es no
consistente, en unas corridas la presento el c{on IMC &7 ¥ en oitras el
clion S0A 12. E1 aparscimiento de esta banda da la impresidn de que
esta banda » la banda de la regidn cinco sean de misma reqidn ¥ que

los clones que 1z presentan sean heteroccigotas, debidn a que 1 grosor

v la intensidad de las dog handas son similares,

La reqidn ziete we¢ ubica a 4 om, es una regian invariable ¥
consistente en todeos los clones, en algunas carridas la banda fue

Bien tefinida v en otras no hubo buena definicidn.

La reqién ocho se ubica 2 2.3 cm, presentéd una scia bhanda,

invariable v ne consistents en todos los clones ¥ todase las corridas.

La reqién nueve estd ubicada a 1.8 cm, s=e presentd como una
regidn no consistente en todos 1os clones » #n todas las corridas,
algunas veces ¥ &n algunos clones se presentd una banda ¥ en otras

corridas » en otros clones e presentaron dos bandas.

Lz estructura de las isoenzimas de la peroxidasa en cacao puede
ser monomérica, ya gue e tienen regiones Con uUna handa C(como por

ejemplo, la regién unod, o bien con dos bandas (como por ejempio, tas

de ta reqgidn tres?.,

Las iscenzimas de la peroxidasa son de poco interés para

identificacion de los clones de cacan estudiados debide a gue las
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todas tas rcorridas  son invariables, ¥

aquetlas regiones que muestran variabilidad no zon persistentes,

Unos de los problemas que ss presentaron es gue algunas veces la
dedinicidn de las bandas no fuoes perfects, » en ocasiones se tendid =2
asumir que el nomero de bandas estabe en Funcidn del ancha de 1la
reidn tenidae Egto resultd totalmente Falseo, al menos en la reqidn
uro de da abH en la que pueden obternerse bandas simples gruesas ¥
handas delosdas., &1 analizar los zimogramas puede caerse en &l error

de mnombrar a loe individuos oue pregentan bandas anchas heterocigotos
2in serlo. El graosor de tincién de upa regidn ssta de acuerdo a 1&
acrtividad de lax enzima » del pH en gue e revela. @Al presentarse este
caso, lo aconseiable es repetir las corridas ¥ tratar oe toograr la
mejor definician de las bandas posible.

7.10 FEMNOGRaMG DE LOS 20

EY fenngrama de

Ta Figurz 14, =sn #1

cheerva que =zeis de

Costa Rical
A58 » AVV

et dn en

Fica sean Criocllos,

deba gque

la mavoria e

{

en los grupos

clonesl., Lo
correspondsn
G incdics

1o que

materitales.

se AgQrUpan 8n
g ]
depr ivados

sp distribuvan en esios

fo
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clonpes

a materialtes

CLOMES DE CACAO DEL (CATBUL

Tos 25 clones de cacan del CATBUL se presenta en

ze observan cinco Qrupos, En 21 Ffenograma ge

los clones WF » el clon 00 18 {originarios de

21 grupo ung, ¥ tres de estos clones (UF 2F,

grupe dos,  Es posible que los clones de Costa

de forassteros en 21 pasadao, » a #sto se

dos grupos {1 » 27,

. ciones ecuatarianos (EET » SCAY estén agrupados

ifi

clenes), tres {dos clonesd » cuatro (dos

EET presentan algunas weces caracterfsticas que

Criollos (por siemplo, semilla blanca en EET

que  son los ancestros més diresctos
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3

clenal del Centro de
(CATRUL)Y . Presenta cinco
observandose que los clones UF » CC
Costa Rica, en su mayoria estdn en grupo uno,
tres de estos clones se agrupan en el grupo

Mientras que ninguno de los clones ecuatorianos EET
cinco grupos

SCAa estéan  en el agrupoc  uno. Los
representados & el fenogramsa indican la altta
variabilidad que existe en las poblaciones de cacao.

145
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ia alta wariabilidad encontrada en los materiales gcuatoriancs es
conzistente con las teorfaz que indican que esta regitén del Amazonas

es el centro de arigen del cacao, Cheesman (42, Lanaud (207,

Cantongo, es e1 dnico material del hajo amazonas ¥ se clasifica

en 21 arupo cinca aparte de los materiales ecuatoriancs.

En el casc de produccidén de semilla hibrida‘este fenograma podrfa

utilizarse para la seleccidn de los materiales menos emparentados, »a
sea para el establecimiento de jardines biclonales, © para hacer
hibridaciones artificiales, Tos gue atl cruzarse posiblemente

producirédn un mayor vigor hibeido. En ecte caso, los grupos cince ¥
una zon 1os que tienen los materizles menos emparentados, pero la
celeccitn de los progenitores dependerid del comportamiento de los

materiales,
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8. CONCLUSIONES

1&

38

De tos nueve sistemas enzimiticos estudiadeos, las iscenzimas de la

esterasa zon las méz importantes para Ta identificacian de Jos 25

clanss e cacao,
Las enzimas Acido shiguimico deshidrogenasa v las regiones dos de
ta fosfatasa 4cida » de Ta alcohol deshidrogenasa son de especial

irnterds debicdo 2 que zu base genédtics es relativamente simpls de

acverdo a los patrones de segrepacién observados,

Lag igoenzimas de Tz peroxidasa de heias tiernas de plantas adul tas
de caczo no son muy Gtiles para ta identificacién de clones de

cacac debido a que tas regiones variables no son repetitivas,

La enzima malato deshidrogensss aunque si muestra palimorfismo en

ta regisdn tres, se encontrd complicado el poder definir las

diferentes bandas.

enzimas analizadas (enzima milica, fosfogiucomutasa

it

El resta de la

B

¥ isocitrato déshidrogenasa) muestran poca variacién.

La wtilizacidn de los nuewve sistemas enzimiticos analizados permite

Ta identificacidn de Jos 29 clones de cacao del jardin clonal del

CAaTRUL .

El  polimorfismo encontrado en 1os nueve sistemas enzimaticos

analizados permitid agrupar a los 29 clones en cinco grupos,
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?. RECOMENDACIONES

i.

Debido a la alta contaminacion observada en el Jjardin clonal, es
necesaric identificar ¥ eliminar los &rboles contaminantes en las
unidades clonales. Frimerc podrian eliminarse los Arboles cuyas
caracterfsticas morfolégicas sean diferentes a Jlos Arboles del

clan, luegs para el resto de las plantas la pureza debe verificarse

i i

por electroforesia de iecenzimas utilizando tejido de la parte

aéres ¥ basal de las plantas.

lLas nuevas plantas que se propaguen asexualmente deben
desarroltarse de wuna planta conocida que garantice que  sf
correspondes al clon deseado. lLae plantas de reposicién de las

eliminadas no debe ser injertos.

Deben verificarse la parte basal de los clones, porque $¢ sospecha

que algunas plantas lTlamadas clones puedan ser injertos.

Rezlizar cruces entre los clones compatibles menos emparentados. A
tas plantaz hibridas obtenidas debe hacérselies un andlisis por
medio de electroforesis de enzimas pars verificar si corresponden
al hibrido deseado. Posteriormente debe evaluarse su

compartamiento » produccidn.

Ez importante introducir selecciones guatemaltecas de cacac, ¥

otros materiales clonales, al Jardin clonal del CATBUL.

Es necesario establecer los patrones de bandeo de los clones en la
fuente original para poder garantizar gue les clones del Jjardin

clenal del CATBUL son los verdaderos de acuerdo a su denominacion,
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11, AaNEXOS
fmexo |1

Soluciones sntock para preparar geles de p@?aacrslamida
fLaemmii (31932,

. e i T amt daskbid
BY. A gpoacriiami

) gb#ﬂ’w@iﬁwm%ﬁwﬂ@s

Py E‘UL mte
acrilamida (0.8 o100 m1?

oo
@?

Maeer 200 ml con agua destilade., Filtrar ¥ almacenar &
Ao Doen ascuridad dmdxime 30 diase, o :

SFLE2R o Tris bas 15 e LR et}

20omt de agus de

Bivestar a pH 8.8 con HOD IM,  Hzcer 30 mi con
destilada » almacenar a do O,

a1l
)
[
W

. O.% M Teie-kl1, oM 4.8
s o Trie base
A ml oode agus destilada

Adustar a pH 4.8 con HOD IM,  Hacer 100 ml con agua
Aestilscds » almacenar a <o C,

£, PBuffer de slecirode 5x, pH 8.3

Triﬂ hrase o000 115 ol
Glicina 43,2 o CFE il

o @Uu mi de agua cdestilads

fGlmacenar a 4o O, Temperaturas de 370 O antes de su uso
pusdern meacionar precipitacidn.

Diluir &0 mt del stel 5 en P40 mi de agua destilada
para yna coreidas slectroforsiica,

GEL. DE RESOLUCTON (12 25
1,375 M trie~HIT, pH 2.3

Hzﬂ
Zolucidn B
Solucidn &
Paresul fato cle amonio 50
CI0% preparacds ] misma dial

TEMED .00 ul

0o
LR
e

i
ml
t

P
H

2 B )

1,
S
:
i

BEL DE CONCEMTRACION (4 30
0,175 M tria-HCD, pH 8.8

HEG | il
Soluycian O 2.5 i
Roluo idn & 1.3  mi
Feraulfato de &mwn§ﬁ =0.0 0 ul
10 preparado e! migmo dia)

TEMED 1.0 ul




anexeo 2

Férmulas para tincidn de enzimas

Pl ACIDG SHIGUIMICO DESHIDROGEMASS (Wendel » Weeden (38))

.1 M Irfa HOT, pH 8,3 100 ml
GLa30 o Mk 10 myg
0.10 W fAcido shiguimico 100 mi
8,02 W MNET ' 20 mg
0,004 3 PHS o v 4 mg

23— gl COHOL DESHIDROGEMSSS (Vallejos (343D

4.0 M Teilse-HOlL, pH 7.2 100 ml
.03 X Nab 20 meg
.02 ¥ HMTTY 20 mo
0,004 M PME 4 mo

cntes de usar agregar seis miltilitroes de etancl al $5¢

B¥—— Sl COHDL DESHIDROGENOGSS (Mendel v Weeden {38))

0.1 M Tris-HOL, pH 2.0 100 ml
0,02 % MNED 20 mo
.07 % NET o MTT 20 mo
0.004 % PGS 4 mg

Antes de usar agregar 0.4 mitititros de etancl al $397,
En eate eetudio 1a ADH se reuveld con pH 8,3,

Ay ENZIMAS MALIOS (dendel » Weeden (3833

g.1 M Tris-HOT, pH 8.3 166G ml
.4 W Dh-dcido maltico : 400 mog
.4 ¥ Cloruro de magnesio &HZO A00 mog
0,08 & HNaDP 20 mg
0.02 Y oMY 20 my
0,002 X FMS ' & omg

Sh—— ESTERABN (Bhow » Prasad (30))

.05 M treis HOL, pH 7.1 S50 oml
0.03 ¥ alfa naftil acetato 1% mo
.03 ¥ Beta nattil scetato 15 my
1.4 X Fast Blue HR sal 50 omog

G FOSFATASS SUIDG (Vallejos (36))

Buffer poetalo de sodioddcido acético, pH 5.5 S0 ml
0.0% ¥ bets nattil dcido fosfato 1S mo
.02 X cloryro de maghesio hexahidratado 100 mo
.1 X Fast black K =zall 50 ma




Py e EOSEATASH HCIDA (Stuber et al. (352

54

Bufier acetato de sodiosdcide dcetico, pH 5.5 50 oml
0.1 ¥ Fast Garnet GRC salt S0omo *
D A (s {0 S50 mg ¥
0.1 % alfa naftil Acido fosfate, Ma-sal 30 mg ¥
¥ fgregar cinco minytos antes de 1a tincidn,
&) —-FOSFATAGA ACIDA
Buffer scetato de sodic dcido dcelico, pH 5aﬁ 50 ml
0.1 ¥ Fazt Garnet GBC salt %0 m)
.1 = ﬂmu 80 mo
0.1 % Bets na%t;? Acido fosfato S0 omo
Con este colarante se logrd tenir geles grandes del
aparato de electrofrresis PROTEAN I1.
9y —— EQSFOGLUCOMUTARA (Wendel » Weeden (A8
0,1 M Tris-HCOT, pH 8.3 100 ml
.04 ¥ Cloruro de magnesio SHZO 400 mg
0.1 % Glucosa —i-fosfato disodium satt 100 mg
wwwwww Blurcmsa—-sd~Ffosfato deshidrogenasa 40 unidades
8,01 ¥ Kb ig mg
.02 W MTT 20 mg
0,002 ¥ PHG 2 mo
1N)—— 1SOCITRATO DESHIDROGENABA (Wendel v Weeden (382>
£, 1 M Triz—-HCI, pH 7.2 100.0  ml
.1 % acide isoclitrico trisodium salt o0 mg
1 x Clorure de magnesio &H2D 1.0 o
0.0t W MabP 1G.0  mg
0,.01% « MTT 1.0 mg
0,002 W PHS 2.0 myg
$1)—— MALATO DESHIDROGENASA (Vallejos (3520
Ceon modificacitn de Soltis 1?%@)
0.1 M tris HO1, pH 8.3 %50 ml
g.4 ¥ Di-&cicdo malico 200 mg
.03 ¥ Mab 13 mg
0,07 4 HMTT 10 mg
0,004 ¥ FME 2 mg
12)-~ PEROXIDASS (Shaw y Prasad (3032
0.1 M Sodiosacetate, pH 8 100 ml
0.0%25 ¥ Z-smino~%-ethylcarbazote 25 mg #
n.o1% ¥ Cloruroe de caloio 15 mg
15 microlitros de ME0Z al 304, se agregan al momento

e UsAar.

5 Se disuslve sn 2 ml

de N,p-Dimetyiformamide.
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