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DETERMINACION DE LA TASA DE CRUZAMIENTO CON MARCADORES
BIOQUIMICOS (ISOENZIMAS) EN UNA POBLACION DE ZAPOTE (Pouteria sapota (Jacq.)
Moore Stearm) DE LA PARTE BAJA DEL RIO HATO, EN SAN AGUSTIN ACASAGUASTLAN, EL
PROGRESO.

DETERMINATION OF THE MIXING RATE WITH BIOCHEMICAL MARKERS
(ISOENZIMES) IN ZAPOTE (Pouteria sapota (Jacq.) Moore Stearm) POLUTION OF THE LOWER
PART OF HATO RIVER, IN SAN AGUSTIN ACASAGUASTLAN, THE PROGRESO

RESUMEN

El zapote (Pouteria sapota (jacq) Moore Stearm), es una planta tropical con altura hasta
de 30 metros y con diimetros de tronco gue alcanzan un metro. El drea con mas densidad de esta fruta
tropical se encuentra en la zoma de vida de Monte espinoso sub-tropical (Me-s), con escasa
precipitacion pluvial y alta tasa de evapotranspiracion. Para realizar la caracterizacion se
seleccionaron 80 arboles, con distancias entre ellos de 300 metros aproximadamente. De estos fueron
extraidos 20 frutos, estos fueron colocados en semilleros y luego trasplantados a bolsas de polietileno, El
total de plantas fue de 750, del toial de 38 entradas. De cada entrada se tomo 10 plintulas
representativas para su estudio.

Dos enzimas fueron utilizadas SKDH y EST, en ¢l caso de esterasa (EST) dos loci fueron
expresados siendo una enzima polimorfica porque generd 9 bandas. SKDH, mostrd tres bandas muy
bien identificadas lo que indica Ia existencia de tres alelos para un gen.

Estos datos computados para establecer las distancias del par genético discreto, nos arroja un
dendrograma que nos indica Ia relacion existente entre las diferentes poblaciones de zapote (Pouteria
sapota),

De acuerdo a estos resultades se obtuvo una tasa de cruzamiento de 86%, la cual nos indica que
el zapote (Pouteria sapota) es una especie preferentemente alégama, dando apareamientos disociativos.
Por lo cual se establece que existe diversidad genética alta entre la progenie de un mismo Arbol (una
poblacién) y menor diversidad genética entre arboles.

De acuerdo a estos datos obtenidos se pudo establecer asi una metodologia de muestreo, la cual
consiste en tomar el mayor nimero de frutes dentro de un arbol, debido al alto entrecruzamiento gue
existe; en lugar de muestrear mas arboles.
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L INTRODUCCION

En la region ftropical y subtropical de Guatemala sc encuentran especies frutales de
impertancia cconémica, que no son aprovechadas comercialmente para exportacién, aunque si son
apreciados para consumo interno. Entre estas especies se encuentra el zapote (Pouteria sapota
(facq) Moore Stearm), pertencciente a Ia familia de las sapotaceas, cuya importancia actual se basa
en que es una fruta consumida y apreciada por los nativos de Ia region en donde se encuentra y
cuya importancia radica en la posibilidad de exportacion e incremento de divisas para el pais.

Para obtener informacion acerca de los caracteres existen des métodos: caracterizacion
morfolégica y caracterizacién bioquimica. La primera se basa en caracteres fenotipicos, los cuales
son afectados por el ambiente, y Ia segunda se basa en los productos bioguimicos celulares, los
cuales son constantes y particulares en cada individuo y no son afectados per factores
ambientales. Entre los métodos de caracterizacién bioquimica se encuentra el de clectroforésis por
isoenzimas, basado en el genotipo de cada individuo y determinado a través de Ia tincién en forma
de bandas de los alelos correspondicntes a un gen especifico identificado por una enzima
determinada, con estos resultados se realizo ia caracterizacién bioquimica. Entre estas enzimas se
pueden mencionar: Peroxidasa (PRX), alcohul deshidrogenasa (ADH), acido shikimico
deshidrogenasa (SKDH) y esterasa (EST), las cuales funcionan como marcadores bioquimicos que
revelan el comportamiento de los genes en forma inmcdiata.

I analisis dc los resultados de electroforesis para determinar la frecuencia alélica mediante
las bandas reveladas por las enzimas, sirvieron para obtener el cruzamiento multifocular el cual
fu¢ calculado utilizando el programa (MLT) (Ritland), Dbasado en ¢l modelo multilocular de
Ritland y Jain (1,981). EI gendtipo materne mas probable fué definido por cl método de Brown y
Allard (1,970), se usardn las estadisticas de diversidad genética de Nei’s (1,973) para medir el total
de diversidad genética y fuerdén computadas para determinar las distancias del par genético
discreto y constituir un diagrama usande el método de los grupos de pares descargados y asi Hegar
a conocer los caricleres genotipicos de las plantas recolectadas en la parte baja de la cuenca del rio
kato, del municipio de San Agustin Acasaguastlin el Progreso, Guatemala.

Los objetivos de esta investigacion son determinar Ia estructura genética y sistemnas
reproductivos de las poblacioncs de Pouteria sapota determinando Ia tasa de cruzamiento en la
parte baja de la cuanca del rie Hato, municipio de San Agustin Acasagustlin, El Progreso. De Ia
parte baja de la cuenca del rio Hato se seleccionaron 40 arboles, de los cuales fucrén colectados
frutos y semillas y seleccionados 10 individuos por irbol. De estos individuos se realizarén corridas

de electroforesis, para determinar las variaciones que se pueden dar entre los progenitores y Ia
primera generacidn.

Entre los resultados obtenidos se  dice que cl zapote se comporta comoe una especic
alogama, debido a que esta presenta una taza de cruzamiento de 86%, existiends alta diversidad
genética entre la progenie de un mismo drbol y menor diversidad genética entre arboles.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la necesidad existente en nuestro pais por conocer los recursos naturales, y la falta
de informacién existente, es necesario realizar estudios cientificos basados en cariicteres constantes
e invariables tales como las caracteristicas genéticas, que nos alluden a determinar que Ia
utilizacién de estos recursos son un avance potencial para el desarrollo social y econémico,
mediante estos estudios nos damos cuenta que existen especies frutales que poseen caracteristicas
muy peculiares, que son base de estudios muy detallados. Una de estas especies es el zapote
(Pouteria sapota) que se encuentra en grandes cantidades en las dreas irrigadas por el rio Hato, en
San Agustin Acasaguastlan El Progrese, y que¢ por desconocimiento no es utilizado para
explotacion agroindustrial. Esta especie frutal tiene flores hermafroditas y perfectas fructificando
aisladamente, por lo que es necesario generar informacion que conlleve a conocer la diversidad
existente mediante Ia medicion de esta por métodos adecuados.

Para llegar a determinar una descripcién genética detallada es necesario Ia utilizacién de
enzimas, como marcadores bioquimicos. Para esto se han elaborado protocolos de isoenzimas para
analisis genéticos, dando dichos anilisis alta resofucion y polimorfismos. Los geles de
poliacrilamida fueron los mas informativos produciendo mas bandas y mejor resolucién. Entre
estas isoenzimas destacan, PRX, ADH, EST, PGD, SOD, 6PGDH. Con estas se pueden realizar
estudios en Pouteria sapota, usando las enzimas polimdrficas anteriormente mencionadas.




I1I. MARCO TEORICO

J.1LMARCO CONCEPTUAL

3.1.1. GENERALIDADES.

Azurdia (2) determino que el sistema de cruzamiento involucra los atributos de un
organismo que gobierna el proceso mediante ¢l cual los gametos se unen para formar cigotos. Por
lo tanto, el sistema de cruzamientos determina el modo de transmision de genes de una generacién
a la siguiente. Se han utilizado iscenzimas, debido a que ellas son expresadas codominantemente, y
el polimorfismo es comidn y ficilmente detectable. Una descripciéon general del sisterna de
cruzamiento, subdivisién de las poblaciones , distancias génicas entre sus poblaciones y otros, son
factores criticos para planificar estrategias de conservacion genética.

Las relaciones evolutivas pueden ser estimadas mediante los estudios de las semejanzas y
diferencias en las estructura molecular de fos organismos, asi como en los estudios de la estructura
general. La secuencia de aminoacidos de las proteinas es muy parecida en los organismos que se
consideran genéticamente emparentadoes. Puesto que el D N A codifica la sintesis de las proteinas,
las semejanzas entre las proteinas son un buen indicador de similitudes genéticas. Las relaciones
evolutivas deducidas a partir de los estudios bioquimicos concuerdan en gran medida con las
relaciones basadas en los estudios anatémicos o merfolégicos, aunque la concordancia ne es
perfecta, y en algunos casos, las disparidades son significativas.

Velle (24) con el método de electroforesis, en un aparato se aplica un frente potencial
eléctrico a una placa de gel que contiene una proteina. Esta proteina migra a través del gel en
respuesta ante el potencial eléctrico, pero su velocidad es funciéon de su tamaiio y carga. Al
exponerlas a un reactivo adecuado, las proteinas se vuelven visibles y de este modo se comparan
sus patrones de migracién. Se supone que las proteinas similares indican la existencia de un
parentesce evelutivo cercano entre los organismos ue se estan comparando.

3.1.1.1. Electroforesis.

Smithies (20) determino que Ia electroforesis de gel para proteinas se ha convertido en una
herramienta de investigacion estindard y pederosa en multitud de disciplinas de las ciencias
biolégicas. Una forma de electroforésis de proteinas —anilisis de isoenzimas- es una metodologia
ampliamente utilizada en sistemditica y biologia evclutiva asi como en agronomia. Las isoenzimas o
las miltiples formas moleculares de las enzimas, sen enzimas que comparten un substrato comiin
pero tienen diferente movilidad electroforética.

A) Concepto de Gel.

Se refiere a un material suave y elastico que contiene agua. Consiste en una estructura o
armazon tridimensional. Un material estructural, frecuentemente polimeros con enlaces cruzados
que imparten al gel estabilidad mecanica (0 cuando menos una preferencia para cierta forma).
Casi cualquier molécula que se eslabona entrecruzadamente con un entrecruzado adecuade puede
ser inducida a formar gel en algin solvente adecuado.
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S¢ pucde distinguir dos grupos de geles desde el punto de vista de sus propiedades
cromatogrificas, asi como de sus propiedades generales: las macrorrcliculares y las
microrreticulares.

Las macrorrcticalares ticnen propicdades que indican que ias microestructura es
fuertemente heterogénea con regiones en donde ef material de la mairiz estd agregado y regiones en
donde hay poca matriz. Permiie {a entrada de moléenlas grandes. Las regiones de alta densidad
forman un esqueleto que estabiliza el gel y e dan vigidez,

Los geles microrreticulares indican que la matriz del gel estd distribuida en forma
relativamente uniforme alrededor del gel, a través de todo el gel. Fraccionan en limites de pesos
meleculares inferiores que los geles macrorreticulares y generaliwente son mds suaves. Los geles
macrerreticulares generalmente sen acrogeles y les microrreticulares generalmente parccen ser
aerogeles.

Fischier (10) Determino gque entre las propiedades importantes de los geles para la
clectroforesis estan:

a) La matriz del gel debe ser inerte (sin interaccion quimica entre Iz matriz y los solutos).

b) Debe ser quimicamente estables (entre limites amplios de pl y temperaturas).

c) Bajo contenido de grupos iénicos (evitar efectos de intercambios de ioncs).

d) Una amplia gama de tipos de geles (con diferentes limites de fraccionamiento
para facilitar la adaptacion del método a diferentes problemas.)

¢) Tamano de la particula y distribucién del tamaiio de particula. Los medios con tamaiio
pequeiio de particulas dan buena resolucién. Se debe tomar un tamaiio medio de particulas con
un maximo de resolucion,

f) Frigidez mecinica de los granos del gel debe ser tan altas como sea posible.

B) Geles de Poliacrilamida.

Son sintéticos (al contrario de los dextrana). La acrilamida. H2ZC=CH-C0-NH2, es un sélido
solvente en agua e insoluble en solventes organicos ne polares. Se le puede polimerizar en 3 formas
distintas: mediante calor en que se obtiene un sélido insoluble en todos los disolventes comunes;
por polimeros vinilices de la acrilamida, de los que se obtiene un polimero lineal soluble en agua. Y
por copolimerizacion con metilen-bis-acrilamida, H2C=CH-C0-NH-CH2-NH-CQ-CH=CH2, en
donde se obtiene un material en el que las cadenas de poliacrilamida tienen enlaces cruzados. Los
puntos débiles del material son los grupe amido que pueden ser hidrolizados a pH extremos, al
hidrolizarse producen grupos carboxile que le imparten al gel propiedad msds o menos de
intercambiador de iones.

Se han usado con buenos resultados en clectroforesis el gel para remover los inhibidores o
cofactores de las enzimas. Esta remiocién es muy importante en los estudios cinéticos de las
reacciones con enzimas. Seria sumamente dificil obtener esta remocion por otros métodos,
particularmente con enzimas Iibiles que sc destruyen por precipitacion o por didlisis prolongada,
Ademds sirve para marcar y obtener a partir de ciertas enzimas especificas (21).



3.1.1.2 Electroforesis de Isoenzimas.

Las isocnzimas pueden observarse cuando extractos del tejido se someten a clectroforesis en
uno de los varios tipos de geles y posteriormente se sumergen en soluciones conteniendo colorantes
especificos para cada enzima,

La separacion electroforética complejas de proteinas se pueden Hevar a cabo en ciertos tipos
de medios de soporte, incluyendo geles de almidén, poliacrilamida, agarosa y membranas de
acetato de celulosa. Estos dos fltimos generalmenle no se emplean para polimorfismo enzimatico.
Cuando se requiere del poder maximo de resolucién con frecuencia se prefiere con geles de
poliacrilamida. Otras de las ventajas de las geles de poliacrilamida es la uniformidad y Ia
transparencia, facilitando la cuantificacién densidométrica del producto. Permitiendo una amplia
compatibilidad de ensayos, usualmente en tiempos ripidos de corrida.

Enzimas como la ribonucleasa, Piruvato decarboxidasa y amilasa , som analizadas con el
método PAGE ya que los ensayos involucran la produccién de precipitados blancos que son
dificiles de observar en las geles de almidén.

Razones son muchas por las cuales los datos electroforéticos son populares, sin embargo,
entre las mas importantes estan de que las isoenziinas proveen una serie de marcadores ficilmente
leibles y porque son cl producto de un solo gene (6).

Segiin Smithies (20) la electroforésis en geles de almidon, contua siendo preferido para
muchos estudios que involucran el analisis de un gran nimero de individuos de diferentes enzimas.
Muchas son las razenes: simplicidad en la preparaciéon de la gel de almiddén, no toxicidad en el
material ufilizado (la acrilamida monomera utilizada por el método PAGE es un neurotoxico),
relative bajo costo de equipo y facilidad de manejo de cargar las muestras dentro de la gel. Las
muestras de gel de almidén son homogenizadas en crudo sin centrifugar, pero el método PAGE
requicre de la clarificacién de las muestras. Probablemente la mayor razén para la continuacién de
Ia popularidad del gel de almidoén es la diferencia en la cantidad de datos generades por gel, ya que
las geles de almidén pueden ser cortadas en forma horizontal, permitiendo la multiplicidad (hasta
seis) de ensayos del sistema de enzimas por gel, mientras que las geles de poliacrilamida son
usualmente reveladas por una sola enzima., White, 1{andler, Smith (26)determinaron estudios en
donde 20 o mas enzimas de un nimero de plantas, son ensayados, la eficiencia y el costo de las
geles, es mds recompensado por el relativo peder de la acrilamida.

A).  lzoenzimas,

Azurdia, Frnaco, Mejia (6) determinaron uec cuando las geles que han sido sometidas a
electroforesis son sumergidas en una solucion que tific determinada isoenzima, una o mas regiones
de actividad enzimatica son reveladas. El patrén de bandas que se obtiene es el correspondiente
fenotipo electroforético, el cual generalmente consiste de una o mais bandas coloreadas por cada
individuo analizado. Este fenotipo varia grandemente en su complejidad, dependiendo de
numerosos factores, tales como organismo, tejido y enzima analizada, en algunos casos, este puede
ser simple, consistiendo de una banda invariante en todas las muestras.

El andlisis genético puede indicar que algunas de las variantes electroforéticas son
codificadas por alelos alternos en un locus, en cuyo caso los productores elélicos se denominan
“aloenzimas”. Los datos que se obtienen de las geles consisten en un nimero de productos
enzimaficos con relativa movilidad (banda), los que con analisis genéticos apropiades se
transforman en genotipos con un lecus o multilocus para cada individuo analizado
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Varies factores son considerados como determinantes principales del némieroc de bandas
observadas en una gel:

a) El ndmero de genes gue codifican la iscenzima

b) Estado alélice (homecigético o heterocigético)

¢) Estructura cuaternaria de los productos de las proteinas
d) Su localizacion subceelular {en plastidios o en el nicleo)

Debido a que las isoenzimas son usualmente heredadas en forma codominante, cruces entre
individuos portadores de diferentes electromorfos produciran una progenie F1 que mostrara les
electromorfos parentales. Adicionalmente, la F1 puede mostrar bandas hibridas no observadas en
ninguno de los padres, la presencia y nimero de ellas depende del nimero de subunidades de
polipéptidos en la enzima activa. Asi, para una enzima dimérica, tres banadas son observadas, las
dos homodiméricas parentales y un producto adicional de movilidad infermedia, o heterodimero,
compuesto de un polipéptido codificado por cada uno de los dos alelos parentales. En el caso de que
la enzima sea tetrdmera, cinco bandas son visibles en individuos heterocigoticos, dos
homotetrameras (AAAA y BBBB) y tres heterotetrameras (AAAB, AABB, ABBB). Segiin Smithies
(20) es necesario mencionar gue estos son los casos mas ficiles de interpretar, sin embargo, cuando
dos 0 mas genes estin presentes, la inferpretacion de las bandas electroforéticas se hace mads
complicada,

La identificacién de marcadores bioquimicos en especies fruticolas del género Pouteria es el
primer paso para desarrollar estudios genéticos como determinaciéon de variacién inter e intra
especifica, determinacion de tasas de cruzamiento y estructura genética de poblaciones naturales,
identificacion de cultivares, distribucién de la variacidn genética en el espacio, introgresion
genética y mapeo cromosdmico. Debe recordarse que las especies frutales por su condicion
biolégica (larga juvenilidad) requieren otros caracteres mas rapidos de obtener, precisos y no
afectados por el ambiente para poder desarroflar un programa de mejoramiento a ejecutarse en un
tiempo razonabie.

El alto grado de polimorfismos observados en fa especies de Pouteria muestra Ia alta diversidad
genética presente en el germoplasma de dichas especies. Una posible razon, de este
comportamiento es que las especies bajo estudio no han sido sometidas a un proceso intenso de
domesticacion siendo algunas de ellas de caracter silvesire, por lo tanto, 1a reduccién genética que
se observa en los materiales genéticos domesficados, ain no se ha lievado a cabo. Otra posible
razén , es que mediante ias observaciones realizadas a nivel de campo, estas especies posiblemente
tiene una tasa de cruzamiento aita, lo cual, incrementa la variacién intrapoblacional, ne
permitiendo la fijacion de genes, dando como resuitado mayor nimero de polimorfismos.

El desarrolio de materiales genéticos promisorios para ia produccion agricoia requiere en
tiempos modernos de Ia idemtificacién exacta del material genético que se esta propagando y
distribuyendo en los usuarios. En tal sentido, cada uno de los materiafes genéticos estudiados
presenta su propia identidad, representada por el conjunto de zimogramas establecidos para las
diferentes isoenzimas polimérficas.



Isoenzimas polimérifcas en el zapote (Pouteria sapoti).

A.1.)) Enzima Esterasa.
Esta enzima da como resultado la revelacion de 2 alelos (a,b), y dos genes, los cuales
muestran el comportamiento genético de el individuo analizado.

Esta enzima forma intermediarios covalenies enzima-sustrato. La esterasa posee un grupo
reactante serina cuya férmula molecular es HO — CH2 - CH, y su tipo de intermediario covalente
es el Acil éster, de formula molecular:

0
"
R-C-0-CH2-CH

Soltis, Seltis (21) establece que esterasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de las
grasas neutras, originando tres moléculas de dcido graso y una de griserol, en plantas o animales,
también denominadas lipasas. La reaccion es la siguiente:

R-C00 - CH2 R - Co00H HOCH2
(H+) + /
R’ - C00-CH + 3H20 R’ - CO0H + HOCH
+ \
R”- C00 - CH2 R” - COCH HOCH2
Grasa neutra + agua dcidos grados + Gliserol

A.2.)) SKDH: Acido Shikimico Deshidrogenasa.

Enzima que revela tres alelos (a,b,c), mostrando cardcteristicas genéticas peculiares.
Esta enzima intervienc en el proceso de sintesis de la fenilalanina y la tirosina y del dcido
antraniulico, precursor en la sintesis del triptéfano (20).

Segin Bidwell (7) la mayoria de los compucestos fendlicos se derivan de los intermediarios
del metabolismo respiratorio a través del dcido shikimico. Ciertos aminodcidos del grupo
prostétice de ciertas enzimas y la sustancia estructural lignina son compuestos fenélicos. El primer
intermediario estable de importancia que tiene un anillo bencénico es el acide shikimico, que da su
nombre a esta via de (rtansformaciones.
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Segiin Soltis, Seltis (21) la via del Acido shikimico sigue los siguientes caminos:
a) por medio de la neutralizacién de un ATP a ADP y PEP, se convierte en 4cido corismico que se
transforma en un precesc especifico en TRIPTOFANO (aminoacide).
b) Elicide corismice puede transformarse en acido prefénico y convertirse en TIROSINA.
c) Elacido prefénico también puede transformarse en FENILALANINA,
312, ELZAPOTE (Pouteria sapota (Jacq.) Moore Stearm).

3.1.2.1. Taxonomfia del Zapote

REINO....ccoviiviiiiiiiiiinarannn Plantae

PHYLUM...cioiviiirniviniinnnns Tracheophyta
SUBPHYLUM....ccccvvierunnnns Pteropsida

DIVISION. .ccciiiinernnecennens Magnoliophyta
CLASE....ciiiviiiiiriiiniiiienin Magnolipsida
SUBCLASE....ccictimiiierieenn. Dilleniidac
ORDEN..cicitirrcstsarrenrsnsens Ebenales
FAMILIA......oiviiiiiiiniinnn Sapotaceac
GENERO..c.civiiviiiiiiinriinnen Pouteria
ESPECIE......oivvvivviiririiinnn (Pouteria sapota(Jacq.) Moore Stearm)

Segun Gola et al (11) Ia famila de las sapoticeas reunen hasta 600 especies de leiiosas con
hojas esparcidas y bordes enteros. Numerosas células corticales secretoras, flores hermafroditas y
fruto en baya. Standley (22) establece que en Guatemala la familia de las sapoticeas esti
compuesta por ocho géneros, con cincuenta {50) especies o mis, principalmente americanas y con
represenfantes asiiticos y africanos.

En Guatemala existen catorce (14) especies del género Pouteria, a las que se les denomina
cominmenie “zapotes”,

Sus sindénimos principales son:

(Achradelpha mammosa Cook) {Sideroxyion sapota Jacq)
{(Lucuma mammosa Gaerth) (Calocarpum sapota Merriil)
(Pouteria mammosa L. Cronquist) {Achras mammeosa L.)

Sus nombres comunes en Guatemala son:

Sapote Zapote mamey Chacalhaas (Yucatan, voz maya)
Mamey, mamey colorado  Satul (Quecchi) Sesaltul (Quecchi)  Tulnl (Cacchiquel)
Saitul (Pocomchi)

El término “zapote” es muy ampliamente usado; es derivado del nahuatl fZapoil, que
significa fruta esférica, dulce y con semilla grande (5).



Esta denominacién aparece en los nombres de muchos lugares en Guatemala, como: El
Zapote, Zapotal, Zapoton, Zapotitlin y Zapotitiancite. s plantado comiinmente en fincas desde
600 metros o menos y mas comiin a 900 metros pero raramente 1,200 metros sobre el nivel del mar
(msnm) o mas, aunque algunas veces se ha visto hasia 1,500 metros.

Stlandley, Wiiliams (22) establecen que es comin en los cultivos de tierras bajas de
Centroamérica y posiblemente native alrededor de la costa Atlantica. Cultivado en América
tropical y en algunas partes de los trépicos del Viejo Mundo (Standley, Williams, 1966).

3.1.2.2.Descripcién del Zapote.

Segun Standley y Williams (1,966), El zapote es un darbol grande, a menudo con alturas de
30 metros, el tronco a veces de un metro de didmectro, corto o usualmente largo, a menudo con
contrafuertes angostos; la corteza y sus escamas son veilosas o lisas, de color marrén rejizo; ramas
anchas, usualmente densas de pelos tomentosos marrones; hojas grandes y delgadas, agrupadas
cerca del final de las ramas, obovadas a oblongas-oblancecladas, de 15 a 20 cm. de longitud, casi
glabras o lustrosas por emcima, paralelas por abajo, glabras o a menudo corto pilosas o
puberulentas; obtusas o redondeadas en el dpice y apiculadas, largas atenuadas en la base.

Peciolos corpulentos, de 2 a 4 cm, de lomgitud, blanquecinos, densamente agrupados en
ramas antiguas antes y debajo de Ias hojas, sésiles o corto pedicelados, de 7 a 8 mm. de largo;
sépalos redondos densamente imbricados y apresados, densamente sericeos, corola cerca de 10 mm
de largo; fruto globoso o elipsoidal, comianmente de 10 a 16 em de largo, café y de piel rugesa; Ia
pulpa es suave y dulce, a menudo con alguna lechosidad, amarillenta a rojiza o rosada; semillas
una, muy grande, lustrosa y café, con una cicatriz grande palida sobre uno de sus lados.

3.1.2.3.Fenologia del Zapote:

Durante marzo y abril es la época en la cual Jos frutos maduran, a excepeion de regiones en
oriente como Santa Rosa y dreas de El Progreso, ¢n donde los frutos alcanzan la madurez en los
meses de noviembre a diciembre, Igualmente otras cxcepciones se encuentran en la Tinta, Alta
Verapaz, pertenccicnte al Bosque hiimedo Subtropical cdlido (Bmh-S ( ¢), en donde se colectaron
frutos maduros durante el mes de mayo, y en Morales, fzabal, durante el mes de Septiembre (5).

3.1.2.4.Etnobotanica del Zapote

Segin Standley y Williams (22), el zapote produce une de los frutos faverites de América
Central, apreciado por los guatemaltecos, como posire o refacciéon. Son comidos usualmente en
forma cruda, pero a veces son preparados en comnservas y mermeladas. Se encuentran en los
mercados del pais, en casi todas las épocas del aiio. Existen miles de drboles gigantes en Guatemala,
especialmente a lo largo del pié de monte pacifico y en lss grandes planicies,

Muchos lugares cn Guatemala Hevan nombres de “zapote”. Ademas en San Felipe de-
Jesis, Sacatepéquez, se elaboran artesanias de arcifla, con forma de zapote.

Standley y Williams (22) establecen que las semillas son Hamadas “sapuyules”o“sapuyulos”.
Gran cantidad de semillas en hitmedo, son celgadas sobre varas y son exhibidas en los mercados.
Estas semillas tienen un sabor parecide a almendras amargas y de vez en cuando son empleadas
para dar sabor al checolate, atol de suchiles y otras bebidas. Algunas veces son usadas para
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saborizar dulces. Dichas semillas son ricas en accite, el cual es utilizade para preparar jabdén y
tanibién son usadas para endurecer el line usandolo como planchas.

La madera es de color encendido cuande esta recien cortada, cambiando 2 un suave café o
color piel y finalmente posee un tinte levemente rejo, su brille es bajo, no posee olor, pero algunas
veces es suavemente percibida, es dura, pesada, de textura media, con grano usualmente recto, de
dudosa durabilidad. Es poco usada debido a que los drboles son conservados para utilizar su fruto.

3.1.2.5.Distribucion y Variabilidad Genética del Zapote.

Azurdia et al (5) establece que a lo largo del rango altitudinal en donde crece el zapote
(entre 0 a 1,500 metros sobre el nivel del mar), esté firbol se encuentra en diferentes tipos de clima y
vegetacion. Las zonas a las que pertenece el zapote son: Bosque muy hiimedo subtropical calido
(Bmh-S©, Bosque liitnedo subtropical calide (Bh-S©), Bosque hamedo subtropical templado (Bh-
S (t)) y Monte Espinoso Subtropical (Me-S).

A) Bosque Himedo Subtropical Calido (Bh-S©).
De acuerdo con De la Cruz (1982) csta zona comprende 1a region de Petén, asi como una
faja de 10 a 22 Kin de anchio que va desde el Salvador hasta México, en la Costa Sur.

Posee 27,000 kin cuadrados, con suelos de excelente calidad en Ia costa sur, comparados con
fos suelos del norte y ceniro de Petén, donde Ia vegetacion primaria aun existe. En ia Costa Sur el
zapote es de tipo cuitivado; en Petén, son pocos fos ejemplares silvestres que existen, no pudiéndose
regenerar ya que manadas de jabalis comen de los frutos y sus semillas cuando cacn. Los drboles
estudiados en condiciones silvestres en Petén son de 50 a 86 cms de DAP y aituras de 34 a 55
metros. Los drboles de zapote cultivados del Petén, son de 7 a 29 metros de altura y con DAP’s
menos voluminoso que jos homologos silvestres. La diferencia entre fdrboles cultivados y silvestres
es casi nula, con la excepcion que fos silvestres son de tallos anchos y de mayor edad, con habitos
crectos por la competencia de luz. Los drboles cultivados en Petén son materiales genéticos que han
sido recientemente cxtraidos de poblaciones silvetres o bien son el remanente dejado después de
descombrar ¢l bosque. (4).

B) Bosque miuy hiimedo Subtropical Cilido (Binfi-SC).

Esta zona de vida ocupa el 37.41% de la superficie del pais, cubriendo una franja en la
Costa del acifico y cn el Norte de Alta Verapaz, Quiché y una parte de Hueluetenango, asi como
parte del sur de Petén. En Petén s¢ ha encontrade al zapete juntamente con otras especies como
Virvola spp., Ceiba pentrandra, Terminalia amazonia, Pinus caribea, Brosimun alicastrum, y otras
mas. En Alta Verapaz se ha ciicontrado desde los 700 mietros sobre el nivel del mar, con alturas de
40 metros y 80 cms de DAP, en estado silvestre. Estus drboles en estado silvestre se caracterizin
por sus grandes altuiras de hasta 5@ metros y frutos pequeiios cosechiades en el mes de noviembre.

En Izabal se pueden encontrar arboles de zapete, principalmente en estade silvetre, aungue
existen especinienes silvestres en dreas comio el Sur-oeste del lage de Izabal. El zapote requiere
mayor humedad para su desarrollo y suclos profundos, lo que determina probablemente su escasez
en la parte norte de Petén y su gran cantidad en Izabal y el sur de Petén.
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La Costa Sur o Franja del Pacifico posee los micjores suelos del pais, los cuales son dedicados
a cultivos de exportacion como caiia de azicar y ganaderia. El zapote en estado silvestre casi no
existe aqui, mientras que el cultivado se encuentra asociade a comunidades humanas, en donde
crece ya sea a nivel de huerto familiar, en los potreros, como sombra del cultive de café o bien en
algunos casos como plantacion comercial, Esta region es donde se produce la mayor cantidad de
zapote, ya sea para el requerimiento nacional, dada la cercania de los mercados de las principales
ciudades del Sur o bien la ciudad capital o para exportacion a la Repablica de México, o como
pulpa congelada a través de las empresas que sc dedican a esta actividad. El zapoete es una de las
frutas mis frecuentes e importantes en la region costera del Pacifico, con arboles de 9 a 35 metros
de altura y 21 a 144 cms de DAP, frutos relativamente

grandes, y mucha scmilla en sus interiores (1 a 3) en comparacién a otros frutos de ofras partes del
pais.

Los zapotes silvestres del Petén son los que presentan el fruto méis grande con semillas
pequefias, con pesos de 617 g. para el fruto y entre 4.5 a 10.4 g. para las semillas. Le sigue en peso
de fruto los materiales cultivados en Petén (514 gms) con un peso de semilla ligeramente mayor (2.4
- 14.3 gms). Para el bosque muy hiimedo subtropical cilido y la vertiente del Pacifico, los frutos
son ligeramente mis pequeiios y menos pesados que los de Petén (452 g. en promedio, de una
muestra de 151 arboles) ( Azurdia, Martinez, Ayala, 1996).

) Bosque hiumedo Subtropical templado (Bh-S(t) ).

Esta zona corresponde a localidades ubicadas entre 700 a 1,700 msnm, caracterizada por
tener una época de lluvia bien marcada de mayo a noviembre (De la Cruz, 1,982). En esta zona, los
arboles de zapote crecen junto a drboles de injerto en Quiché. En el departamento anterior, los
arboles de zapote tienen de 7.46 a 21.50 metros de altura, de 14 a 117 cm de DAP, frutos con hasta
501 g de peso, con una semilla. Posiblemente por el hecho de que esta regitn representa el limite en
el cual el zapote crece cultivado se observaron pocos cjemplares en las localidades, a la vez que el

fruto resulté ser mds pequefio y menos pesado en comparacién con los ejemplares presentes en las
otras zonas de vida. (4).

D) Monte Espinoso Subtroepical (Me-S).

Esta region comprende parte de los departamentos de Zacapa, Chiquimula y El Progreso,
con escasa precipitacién pluvial y alta tasa de evapotranspiracién. El drea utilizada con
agricultura de cultives horticolas ¢ industriales como sandia, melén, pepino, tomate o tabaco. Las
sapoticeas frutales, principalmente el zapote, son frecuentes a lo largo de los rios que corren liacia
el litoral del Atlintico, por lo que el requerimiento de humedad para zapote se suple mediante cl
uso de dreas de regadio. Los inicios de las riberas de los rios que desembocan en el Golfo de
Honduras y pertenecen al monte espinoso subtropical y el Bosque Seco Subtropical, poseen
ecotonos o hasta dos zonas de vida como en el caso del Monte Espinoso Subtropical y el Bosque
Seco Subtropical. Esto sucede en las partes altas de los rios Hato y la Conquista de los
departamentos de El Progreso y Chiquimula, respectivamente, donde los pinos macho (Pinus
gocarpa), y los encinos (Quercus sp,) se encuentran con los drboles de zapote. En Zacapa, se
encontraron arboles con 8 a 25 metros de altura; peso del fruto, 281 a 790 g. con frutos con una
semilla (37% de los frutes), dos semillas (53% ) y tres semillas (9%). Es notorio que en esta region
se observan frutos relativamente grandes, pudiendo deberse a las condiciones microclimaticas
favorables en las que crecen ya que la alta temperatura y humedad adecuadas son clementos
necesarios para el desarrollo de dicha especie.
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Petén es un enorme reservorio de sapoticeas piara Guatemala, siendo esta una rica reserva
natural, poseedora de alta diversidad genética, la cual puede ser reutilizada en ¢l futuro en el
mejoramiento de los materiales que de una u otra manera se estin cultivando en otras regiones del
pais como lo es el zapote en la Costa Sur y cl chicozapote en el Oriente de Guatemala.
Desafortunadamente, mucha de la poblacion petenera no reconoce la importancia que tiene la
conservacion de dicha especie, las cuales van desapareciendo en dreas considerables debido a la
deforestacidn masiva que estin haciendo con fines de desarrollar agricultura, dando como
resultado areas en las cuales en Ia actualidad solamente se observa el material original del suelo,
con algunas excepciones donde se conservan algunos especimenes donde se elimina el estrato
arboreo (4).

Para el caso de los materiales genéticos cultivados, al presenie no se observa un peligro
inminente de erosion genética, debido a que los mismos son sumamente abundantes en las
diferentes comunidades humanas, en las que estin presentes, a la par que su desarrollo es
propiciado debido al valor comercial que representan sus frutos, el cual tiende a incrementarse
como consecuencia de la demanda creciente que existe tanto aunivel nacional como internacional. El
peligro que puede obtenerse en el futuro inmediato no es por la destruccion de los diferentes tipos
de materiales genéticos que se ticnen en la actualidad, sino por el hecho de que esta especie se esti
incrementando considerablemente bajo el sistema de monocultivo en extensiones grandes, por lo
que en dichas plantaciones se requiera de materiales uniformes (reduccion de la variabilidad
genética), para suplir la demanda internacional exigente en determinados tipos de frutos. Otro
aspecto a considerar es ef hecho de que a medida que el zapote se convierta en un cuitivo comercial,
se puede dar ia tendencia a importar materiales genéticos mejorados de ia Florida, EE.UU, por lo
cual de nuevo se puede enfrentar un proceso de relegamiento de Ia amiplia diversidad genética
presente en el pais.

3.1.2.7. Cultivo, Produccién y Comercializacién de zapote.

El zapote es nativo de américa tropical y se encuentra ampliamente distribuido en los
tropicos. Crece grandemente en diversas partes de India y Africa, Indias Orientales, Filipinas,
Malasia (donde se le Hama “Ciku”), América Tropical y Sur de Florida en Estades Unidos.

Existen algunos clones que son recomendados para plantacién. El zapote ha side apliamente
propagado por semilla, por polinizacion cruzada, con gran variacién en forma, tamaiio y color de
pulpa. Muchos drboles semilleros producen alta calidad de frutes, pere ha sido limitada la
seleccion de tipos superiores por propagacion vegetativa. Los dos mejores cultivares en ¢l presente
son “MAGANA” y “PANTIN”(6 Key West) (Internet, Junio de 1,997).

Ademis cn Malasia existen dos clones populares que difieren en formas del fruto, pulpa,
color y sabor. Estos son: Masjid C62 Jantung Tanah, Malacca y Subang New €63 Ciku Village,
Subang Selangor.

Segiin Internet (1,997), existen empresas como PC Garden’s Worldwide Plant Seced
Seedbank, que venden semillas de zapote a US$90.00 las 200 semillas.

A) Requerimiento de suclo y humedad.

El zapote crece bien en suelos aluviales y arcillosos con alto contenido de materia orginica y
no crece bien en suelos pobremente drenados, Prospera bien en bosques Huviosos tropicales ya que
esta adaptado en zonas humedad. Rinde mejor bajo condiciones de irrigacion y es altamente
tolerante a la sombra.
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B) Propagacion.

El zapote es usnalmente propagado por semilla y vegetativamente. El principal método de
reproduccion vegetativa es Ia injertacion. La distancia de plantacion es de 9 mt. x 9 mt. Y los
agujeros son de 60 cm x 60 cm de profundidad. Gallinaza es incorporada a cada agujero de
plantaciénantes del trasplante.

Las plantulas son llevadas y establecidas en el campo al principiar las Huvias. Las plantulas
de zapote requieren de sombra antes de ser trasplantado ya que no pucden soportar el estres
durante el trasplante.

C) Fertilizacién.

Para los primeros tres aiios se aplica N:P:K en proporcion de 15:15:15; después de los
cuatro ailos se aplica un fertilizante N:P:K:Mg en proporcion de 12:12:17:2

D) Deshicerbe.

Los arboles son desmalezados en forma circular en intervalos de tres meses, especialmente
cuando estan jovenes para prevenir la sofocacién por las malezas.,

E) Podas.

Las pedas son necesarias para remover las ramas muertas o enfermas y para proveer la
aereacion necesaria a la planta.

K) Piagas y Enfermedades.

e Moscas de la Fruta (Dacus sp.), es muy seria en muchas regiones. Las larvas se
alimentan dentro del fruto, velviéndolo initil para su consumo. Se recontiendan medidas
de contrel con Ligicne en el campo, fumigando con insccticida.

* El escarabajo de la hoja (Anomala sp, Apognia sp., Adorctus sp.) que cortan y comen de
las hojas. Su control radica en la aplicacion con insecticida.

¢ La enfermedad Rosa (Corticium salmonicolor), resultado de ia coloracién rosa por un
hongo en las hojas, hasta su muerte. El control consiste en remover y quemar las ramas
afectadas y fumigar con oxicloruro de cobre.

¢ Mancha molosa (Aithaloderma setosum), que provoca un hongoe de color negro,
afectando las hojas, ramas y frutos. El control es por fumigacion a las partes afectadas,
con fungicidas

e Aiiubio del zapote (Marasmitus sp.) resultado de un hongo hiloso que afecta las ramas,
hojas y Ia corteza,

gl

Y




Jihadia

G) Cosecha,

Los frutos son producidos frecuentemente a intcrvalos entre un aiio y cerca de cuatro meses
para madurar después de la floracion. Al madurar, la piel exterior se alisa y se torna
pardoamarillenta. La maduracion del fruto del zapote desprende un polvo marrén de su piel. El
fruto puede cosecharse con el pedinculo mientras esté verde y firme. Si no son cosechados y el
fruto madura, este cac a fierra.

3.1.2.8.Informaciéon Nutricional.

Segin Paiz (17) los componentes de 100 gramos de una porcion comestible posee las
cantidades
que se muesiran en el cuadro 1.

Cuadro 1.

Energia alimenticia 82 calorias
Humedad 79.1 gramuos
Preoteinn - 0.4 gramos
Grasa o aceites 0.8 gramos
Carbohidratos 18.4 gramos
Fibras 0.9 gramos
Cenizas 0.4 grames
Calcio 16  miligramos
Fosforo 4  miligramos
Sodio 21  miligramos
Potasio 13  miligramos
Beta-Caroteno 130 microgramos
Vitamina B1 (.01 miligramos
Vitamina C 0.5 miligramos

3.1.2.9. Tipos de consumo.

El zapote luego de su cosecha puede ser consumido de diversas formas, dependiendo del
mercado y del proceso de industrializacién que se le dé, En Malasia, se industrializa y exporta:

¢ Eunlatado y embotellado

¢ Jugo de zapote concentrado (jugo de fruta tropical)

¢ Rebanadas de dulce de zapote. Usado para Ia preparacion de combinados de frutas

¢+ Enfresco
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Segin Utrera y Martinez (23) el zapote es usualmente comido en fresco. El mesocarpio
puede ser directamente ingerida desde la fruta por ¢l corte longitudinal y removiendo la semilla. El
fruto es excelente para usarlo como helados, sorbetes, gelatinas y conservas. Deliciosas bebidas
pueden ser preparadas en batidos, con [fa pulpa. La semilla puede ser molida para preparar
chocolate amargo.

Xl zapote es una fruta de importancia no sélo por su uso casero, sino por su uso comercial
limitado. Un considerable esfuerzo en el desarrollo de su mercado podria ser necesario antes de
producir grandes cantidades, produciendo grandes ganancias si se vende fuera de los lugares de
produccion, como por ejemplo ¢l condado de Dade en Florida, Estados Unidos

3.1.2.10, Comercializacién y Mercadco.

A nivel regional, en Guatemala, el zapote sélo se consume en fresco y su industrializacién es
nula, siendo su exporfacion minima hacia México y Honduras, en estado de fruto maduro.

En Malasia se ha producide el zapote con bucnos resultados. En ¢l cuadro 2, se presenta-
una tabla con informacion de exportacioncs de los frutos frescos y procesados, para los afios de
1987 a 1995.

Gran parte de la produccién de Guatemala ¢s adquirida por comerciantes que viajan por el
pais comprando la cosecha entera de cada drbol. La mayor parte es vendida a nivel local o
nacional, aunque hay reportes extraoficiales de exportacion de Honduras hacia Guatemala y de
Guatemala a México. Ademas Guatemala y Honduras tienen, respectivamente seis y dos fabricas
exportando pulpa congelada a los Estados Unidos.

Segin Paiz (17) el comercio estd caracterizado por precios altos al consumidor (entre US$
0.25 a 0.50 por fruto) y precios muy bajos (US$ 10 a 20 por cosecha entera de mas de 500 frutos).
Las distancias al mercado y calidad del fruto influyen mucho cn los precios al productor.
Productores que pueden llevar su fruto directamente al mercado logran precios bastante buenos.
En el cuadro 2, se dan 2 conocer datos sobre exportaciones en diferentes afios de semilla fresca y
procesada.

Cuadro 2. Comercializacién del zapote conio fruta fresca y procesada en Malasia para el
periodo 1987 a 1994.

ANO| FRUTA FRESCA [FRUTA PROCESADA| TOTAL
(Miles toneladas)

1987 113,454.3 - 70,202.9 183,057.2
1988 145,592.1 61,519.2 207,111.3
1989 169,532.6 64,797.6 234,330.2
1990 181,081.3 91,390.5 272,471.8
1991 202,330. 101,203.7 303,539.7

1992 211,094.7 910,211.9 1121,306.06
1993 206,277.9 79,024.0 345,301.9
1994 258,200.2 78,920.4 337,120.6

1995 218,257.7 75,825.7 294,083.4

Bl
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3.2. MARCO REFERENCIAL
3.2.1. REGION SEMIARIDA DE GUATEMALA.

Segan Paiz (17), la region semidrida de Guatemala, se puede considerar como aquella
comprendida en el Monte Espinose Subtrepical y Bosque Seco Subtrepical. Estas deos zonas de vida
consideradas como provincia de humedad semidrida, tienen precipitaciones pluviales que van de
400 a L,000 mm anuales, y la evaporacion de la humedad es mayor que Ia cantidad de Huvia que
cae. En la zona semidrida de Guatemala existen variadoes sistemas naturales y productivos tipicos
de la zona, tales como bosques espinosos en diferentes fases sucesionales utilizados para extraer
lefia, Areas intensamente deforestadas y utilizadas para agricultura bajo temporal o para pastoreo
extensivo, huertos de drboles frutales con especies mayoritariamenie nativas, cn riberas de los
arroyos y distritos estatales de riego.

Las tierras cultivadas en el valle intermonatano del rio Hato en San Agustin Acasaguastlin,
El Progreso, es un claro sistema de dreas irrigadas en las riberas de arroyos. Las aguas de los rios
Hato, Aguahiel y Timiluya son encausados en pequeiias tomas de riego, para regar caiia, zacateras,
cultivos anuales y darboles frutales.

Brownrigg, citado por Paiz (1994), indica que los huertos de arboles frutales han sido
reportados como un sistema de usoe del suelo entre las tecnologias nativas de Mesoameérica, los
cuales realizaban en terraplencs, sistemas de irrigacién, drenajes y terrazas, y concentrando en
ellos una alta cantidad de especies dtiles.

3.2.2. CARACTERISTICAS GENERALES DEL AREA.
3.2.2.1. Ubicacién y Jocalizacion.

El drea de estudio corresponde a las ticrras irrigadas o no, pero cultivadas con frutales
nativos e introducidos ubicados en la cuenca del rio Hato. Esta drea se extiende desde la
desembocadura del rio Hato sobre el rio Grande o Motagua hasta las comunidades de Ixcanal,
Timiluya y Chanrayo sobre los tributarios Aguahiel, Timiluya y Hato respectivamente.

Toda el arca pertenece politica y administrativamente al municipio de San Agustin
Acasaguasilin, del departaimento de el Progreso.

LATITUD NORTE. ...cccvstvenenne 14 grados 54 minutos 12 segundos
LONGITUD OESTE.....ccouvenens 89 grados 56 minutos 48 segundos
ALTITUD..coisiirccrienrsaricnsnnns 242 m.s.ann. a 400 mas.n.m, (aproximadamente a la aitura del

poblado de Puerta de Golpe)

3.2.2.2. Caracterisaticas climaticas.

Segun Paiz (17) las estaciones metereolégicas mas cercanas al drea irrigada (ubicadas en
Puente Orellana y Rancho Fegua, del municipio de San Agustin Acasaguastian) solo proporcionan
datos de precipitacién, reportando en promedio de 530 a 725 mm de lluvia anuales. La distribucion
de la precipitacion no es uniforme, observindose una concentracion de la misma cn los meses de
mayo a octubre,

Pensamiento (18) establece que los datos de temperatura y humedad relativa corresponden
a fos obtenidos en la estacion Morazian, ubicada en ¢l municipio de Morazin a una altitud de 379
nmisnm, presentando temperaturas medias anuales de 27 a 28 grados centigrados, con maximas de
35S y miinimas de 18.9 grados centigrados, y una humedad refativa anual de 64%.
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3.2.2.3. Zonas de Vida:

Segiin la clasificacién de zonas de vida de la repiblica de Guatemala, presentado por De
la Cruz (1982), el drea de estudio se localiza dentro de una asociacién eddfica himeda que se
ubica dentro de las zonas de vida Monte Espinoso Subtropical y Bosque Seco Subiropical.

3.2.2.4. Hidrografia:

El drea de frutales existe en todas las subcuencas de manera representativa, existiendo

algunas dreas que no poseen zapotes, lo que permite diferenciar la parte baja y la alta del drea en
estudio.

La cuenca del rio Hato se divide en tres subcuencas, la subcuenca del rio Aguahiel, la
subcuenca del rfo Timiluya y la subcuenca del rio Hato (Fig.1)

&t

R.tu Motagua ‘ y

01 23

Kilémetros

Figura 1. Tierras regables en la cenca del rfo Hato y su ubicacién.1,998.

ey
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3.2.2.5. Suelos.

Los suelos del area sc originarén en su mayoria en el periodo Cuaternario, formados por
aluvienes recientes depositados por los rios que drenan el drea, En menor proporecion se originan
de material no diferenciado del Paleozoico inferior. Pertenece a la region fisiografica de las Tierras
Altas Cristalinas, genéticamente formadas por esquistos y roca serpentina no intemperizada que
contiene talcos y otres minerales que en Ia mayoria de los casos son de color verde grisiaceo. Los
floramientos son comines y mas del 25% en algunas dreas es roca desnuda. Son suelos con
susceptibilidad a la erosién hidrica principalmente en la parte alta de la cuenca.

Pensamiento (18) establece que sélo una pequeila porcion de tierras ubicadas en la parte
superior de! drea de estudio posee suelos pertenecientes a la serie Marajuma, los cuales son
profundos y desarrollados sobre materiales sedimentarios y metamérficos. Ademds existen grandes
extensiones de la parte alta que poseen suelos pertenecientes a la serie Acasaguasilin, los cuales son
poco profundos de color café rojizo oscuro, franco arcilloso desarroliados sobre serpentina. La
parte alta ocupa un relieve de ondulado a inclinade, teniendo la mayoria pendientes entre 15 a
30% de inclinacion, existiendo lugares con mis del 50% de pendiente.

Lios suelos pertenecen a la unidad fisiografica del Valie Intermontano, que ocupa una
extension de 6.2 kilometros cuadrados, con pendientes de O a 8% vy con un uso actual de culiivos
anuales (maiz, tabaco, y tomate), cajfia de azucar y frutales. Listos suoelos se encuentran
principalmente en la parte baja de la cuenca del rio Hato.,

3.2.2.5, Flora,

En la parte alta de la cuenca, alejada de las riberas del rio, existe un bosque mixto
(Pensamiento 1987). Este bosque posee pino (Pinius oocarpa) y encino (Quercus sp.) con un
sotobosque constituido por nance (Birsonima crassifolia) y sare (Acasia sp.). Este tipo de bosque es
usado con fines energéticos de lefia y madera para construccién.

En Ia parte baja y en la zona limitrofe de la parte alta y baja se reportan otras especies de
hoja ancha como: aguacate (Persea americana mill), cafia de azdcar {Saccharum oficinarum),
limén (Citrus limon), mange (Mangifera indica). (Pensamiento, 1987),

Pensamiento (1,987), reperta que existe zapote (Pouteria sapota) formando una faja en toda
la rivera del rio Timiluya y rio Hato.
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3.2.2.6. Aspectos Historicos del Area

Segin Paiz (17), el medio geofisico de la actual drea de estudio en la cuenca del rio Hato, ha
sido aprovechada por grupos humanos desde mucho antes de la época Colonial. Estudios
argucologicos y etnogrificos seiialan que Pocom Mayas o Pokom, uno de los grupos mas antiguos
de la familia indigena Mayense, poblaron el Arca de San Agustin Acasaguastlin, desde el periodo
Clasico Tardio como en Guaytan y cn el Postclasico de la cultura maya, como el Cimiento (siglos
IV al IX y del X11 al XV1 de la era cristiana). Ademas se reporta la prersencia de una peblacion de
habla Pipil durante la primera parte del siglo XV, creyéndose que los Pipiles, un grupo indigena
mexicano, conguistaron a los Pokom, prevaleciendo linguisticamente el Nahual Pipil.

Los espaiioles conquistaron el Valle Medio del Motagua por el aiio de 1,530, formando
muchos pueblos donde previamente existian comunidades indigenas y fundaron haciendas de
ganado y caiiales, pero la mayoria se dedict al cultivo de granos, hortalizas y frutas.

Segiin el Instituto Geogrifico Nacional (12) se desconoce con exactitud la antigiiedad del uso
del agua para riego, pero en 1,769 Cortez y Larraz, y Fuentes y Guzmain, reportan agricultura en
estas tierras, mencionando como plantas principales el cacao, pifiuelas, cocos, zapotes, platanos,
vainilla, zarzaparriila, brasil y guayacan.

Paiz (17) sin embargo los huertos de drboles frutales pudieron originarse mucho antes de la
época colonial, tanto por ser considerado un sistema nativo de uso del suelo y por las referencias
ctnogréificas del area como por la aita concentracion de especies nativas actuales que la literatura
sefiala fueron objeto de manipulacién por Mayas,

"rTT
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Lhidiis

1IV. OBJETIVOS

Objetivo General.

Determinar la estructura genética y las tasas de cruzamiento de ia poblacion de Pouteria

sapota dela parte baja de la cuenca del rio Ilato, en San Agustin Acasaguastlan, El
Progresa,

Objetivos especificos.

Determinacién de la diversidad genética dentroe de la poblacién y entre familias de zapote
(Pouteria sapota), usando mareaderes iseenzimditicos.

Medir Ja heterocigocidad de la generacion filial uno (semillas), en relacién con la
heterocigocidad paternal.

Definir una metodologia de muestreo para sapotaceas.
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V. HIPOTESIS

NULA

La poblacion de zapote (Pouteria sapota) estudiada presenta el comportamiento de una
especie alogama,

ALTERNATIVA

La variabilidad genética intrapoblacional (dentro de la poblacién), observada entre las
plantas de zapote (Pouteria sapota) es debida al alto entrecruzamiento de la poblacion de la
parte baja de la cuenca del rio Hato, en San Agustin Acasaguastlan el Progreso.

i
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VI. METODOLOGIA

6.1. ANTECEDENTES ACERCA DEL MATERIAL VEGETAL.

En 1,996 Azurdia, Martinez, Ayala, realizaréon un estudio de caracterizacion morfologica de
zapote (Pouteria sapota) en la cuenca del rio Hato de San Agustin Acasaguastlin El Progreso,
sentaron las bases para la realizacion de estudio de caracterizacion utilizando isoenzimas. Se
muestrearon en el estudio de caracterizacion morfologica, los lugares que poseian zapote (Pouteria
sapota) ubicados en toda la extencidon territoriai de la cuenca del rio Hato y sus rios afluentes,
Timiluya, Aguahiel y Hato, en sus partes aita y baja. De todos elios se seleccionaron 890 arboles, con
distancia entre cllos de 300 metros aproximadamente, Los drboles seleccionados se identificarén
con ndameros de pintura en sus fustes, y de cstos fueron extraidos 20 fraios, en fos meses de
noviembre y dicienibie de 1996. Estos frutos fucron caracterizados y fuerdn colocadas sus semillas
en seniillero y luego trasplantades a bolsas de polietileno negro. El total de plantas es enire 750
plantas, del tetal de 38 cutradas. De cada entrada se tomeo 19 plantulas representativas para su
estudio con les marcadores isoenzimitices. En total se utilizarén 380 plantulas. Estos materiales
estan identificados con el prefijo PRO (referide a EI Pregrese) y un nimere de ideatificacién, que
va desde, PRO-9 al PRO-40, incluyende los drboles cnumerados de 79 al 87. Las poblaciones de la
parte alta y de la parte baja estin delimitadas geogralicamente por una quebrada que los separa a
la altura del poblade de Chanraye aproximadamente.

6.2. CARACTERIZACION in situ:

De diciembre 1,995, a Enero 1,996 un total de 38 4rboles fueron seleccionades y caracterizados.
Cada 4arbol estaba cerca de 300 metros de distancia. El descriptor utilizado fué creado por
Azurdia et al (3), el cual se basa en los rasgos morfologicos. Los datos obtenidos fuerén usados

para hacer un dendrograma. En la Figura 2 se muestra un mapa cn el cual se localiza cada uno de
los drboles de los cuales se recolectardn frutos.
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Figura 2. Mapa de localizacién de drboles en los que se recolectarén frutos, ubicados en Ia
cuenca del Rio Hato San Agustin Acasaguastlin El Progreso. 1,998.
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6.3.COLECTA Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA.

Cada 15 dias fuerén llevadas 100 plantas de Ia generacion 1, provenideuic de 10 drboles
paderes de zapote (Pouteria sapota), de la finca Scbana Grande, Escuintla, al invernadere de
vidrio de la Facultad de Agronemia, USAC, campus central, para anilisis de electroforesis. Estos
arbeles estan enumerades de PRO 9 a PRO 40, incluyendo los drboles enumerades del 79 al 87,
dando un total de 38 drboles,

Para iniciar el proceso se cortd bretes tiernes de cada una de las 100 plantas , los que se
transportardn al laboratorio en frascos de cristal debidamente identificados, para cvitar la pérdida
de humedad de las muestras. Se corté inmediatamente el tejido en pequeiios fragmentos, los cuales
sirvierdn para la obtencion del extracto vegetal. En el caso de que necesitaramos guardar las

muestras s¢ mantuvieren en un congelador o hiclera, para mantener la turgencia de las hojas
cortadas,

6.4. OBTENCION DEL EXTRACTO VEGETAL (muestra).

Se tomaron de 1.0 a 1.5 mg de hoja tierna recién cortada y se homogenizaron con 850
microlitros de buffer de extraccion en mortero frio. El buffer de extraccion usado fué el siguiente:

o 0.0MTris-HCLpH 7.5, ccvnvevniiinnnnniane, 15 mL
o Triton X-100....ccecvininviniicieniienioncncnen 2%
¢ Polyvinylpolypyrrildone........ocevrvirernvnn 5%
o  Sucrosa Urapura.....c.eveivenienniecnncnnnnns 5%
¢ 2- Mercaptoetanol........oovvvvineininnninnenns 2%

Luego de que el tejido se encontraba bien hhomogenizado con ¢l buffer se trasladé a un tubo
de reaccion frio debidamente identificado, el cual s¢ centrifugé durante 10 a 15 minutos en frio. Se
tomaron 330 microlitros del sobrenadanie de Ia muestra, el cual se trasladd a otro tubo de reaccion
en frio, al cual previamente se le aiiadio 50 microlitros de glicerina con la finalidad de agregar peso
a la muestra. Al llegar a esta fase, las muestras estubicron listas para dar inicio a Ia electroforesis.
Estas muestras fueron mantenidas ent congelacién hasta tres dias miximo,

6.5. PREPARACION DE LAS GELES DE POLIACRILAMIDA.

El sistema que se utilizo fué un sistema disconiinuo, consistente en una gel de resolucion con
12% de acrilamida y una gel de concentracién al 4% de acrilamida, con una modificacién de una
tercera gel con un pH de 8.3. Las soluciones madres para la preparaciéon de las geles y
amortignadores se presentan en el Anexo 1.

6.6. CARGADO DE LA MUESTRA.

Cuando en el aparato de electroforesis estubicrém colocadas tas geles de concentracion ya
polimerizadas, se procedio a afiadir el Buffer de Electrodo frio. inmediatamente después se
depositaron entre 40 a 100 microlitros del extracto vegetal en cada pozo para geles grandes de 20 x
16 emi. Esto se realizd con una micropipeta de 20 microlitros.
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6.7. REALIZACION DE LA CORRIDA ELECTROFORETICA.

La corrida electroforética se realizo dentro de un ambiente frio. El aparato de electroforesis
estubo dentro de un refrigerador (a 4 grados centigrados). Ademas, a éste aparato se le conecto un
sistema de recirculacién de agua fria. Se corrio haciendo uso de una carga eléctrica de 200 voltios
durante 4 horas proveniente de una fuente de poder.

6.8. TINCION Y REVELACION DE ENZIMAS

Durante el transcurso de la corrida, se peso los reactivos para teiiir dos enzimas, debido a
que solo se corrieron dos geles en cada ensayo. Inmediatamente después de finalizarse el tiempo de
corrida, se procedio a apagar la fuente de poder y el recirculador, y se separaron las geles en
forma simultinea. Scguidamente se diluyeron los reactivos para formar el colorante expecifico
para la enzima que se quiera revelar. Para identificar la posicion u orden de las muestras se le

realizo a la gel un corte en la esquina inferior izquievrda. Para teiiir se utilizaren 50 mi para cada
enzima en cada gel.

6.9. SISTEMAS ENZIMATICOS QUE SE EVALUARON.
Se estudiaron los siguientes sistemas enzimdticos:

Esterasa (EST)

Alcohol Deshidrogenasa (ADH)

Acido Shikimico deshidrogenasa (SKDH)

Peroxidasa (PER)

Las soluciones reveladoras de estas enzimas sc describen en ef Anexo 2.

6.10. ANALISIS DE ISOENZIMA.
Cuatro enzimas (EST, PRX, SKDH, ADH) previamente determinadas como polimoérficas

Nutfio (16), fueron usadas para una estima o cilculo de los sistemas de apareamiento y parametros
de la estructura genética.

6.11. CALCULOS DE LOS SISTEMAS DE APAREAMIENTO.

La tasa de entrecruzamiento multilocular (m, fue calculada con el programa MLT, Ritland
(19) que se basa en un modelo multilocular. EI genotipo materno mas probable de cada familia, fue
inferido por ¢l método de Allard, Allard (1). Este método consiste en determinar los genes
maternos, en base al genotipe obtenido cn la generacién filial 1 (F1). Esto se realizé por la mayor
frecuencia que tiene un alelo en ¢l genotipo de la F1. La tasa de entrecruzamiento unilocular (ts)

que difiere de la multilocular tmy, en que calcula ¢l entrecruzamiento por un locus y noe por varios,
fué estimado por el inétodo de Newton-Raphson.

Se calculo también la Heterozigosidad de la generacion filial 1 (F1). Se determinaron los

valores de Ia heterozigosidad observada (H obs) y Ia lieterozigosidad esperada (H esp) y con ellas el
fndice de fijacién (I) usando Ia {ormula:

F= 1-(Hobs/H esp)
6.12. ANALISIS DE DIVERSIDAD GENETICA.

Se uso las estadisticas de diversidad genctica de Nei, Nei (15) para medir el total de
diversidad genética (Ht) de los dates de isoenzimas, asi como las diferencias intra(Hs) e inter
poblacionales (Dst). Las distancias de Nei’s (D) fueron usadas para computar las distancias del par
genético discreto. Kephart (13) establece un dendrograma que fué construido a partir de la
distancias genéticas usando el método de los grupos de pares descargados.

T
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Vii. RESULTADOS

7.1. ISOENZIMAS POLIMORIFICOS:

Cuatro isoenzimas fueron comparadas (SKDH, ADH, PRX, y EST), pero solo SKDH y
ST produjeron resuilados consistentes. Iin el caso de EST, dos loci fueron expresados, cada
isoenzima fue designada por un niunero referente a su posicion relativa en la gel, con el nimero
mas bajo correspondiente a la linea emigrante de la corriente eléctrica (EST1, EST2). Los alelos
dentro de loci fueron designados de la misma mancra. Esterasa es una isoenzima polimérfica
porque esta genero 9 bandas altas polimérficas reproducibles. (Nufio, 1996). Sin embargo, su
interpretaciom genélica es dificil.

Los resultados nosirados en la Figura 3. indican que para esterasa, en la region mas
catodal dos genes pueden scr idatificados, cada uno de cllos con dos alelos. SKDII muestra tres
bandas muy bien identificadas las cuales indican que existen tres alelos para un gen.

Enzima A: SKDH

Enzima SKDH
1xen
- wmsame -aiclo 8
BT TR R e e, plele b

\ -alelo ©

Enzima B: EST

Entinia EST
1gen
~alelo a
-alelob
% Zgen
g em S gy RWCRBEER -alelo 2
e v o e PR SRS TR G o b

Figura 3. Alelos de genes, vevelados en geles de acrilamida.
En la enzima A, se cbserva un gen con ires alelos
En la enzima B. Se obesrvan dos genes con dos elelos.
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Estos resultados indican que esterasa es una enzima monomérica con dos genes y dos alelos
la cual mostré alta resolucion y consistencia, asi como la enzima SKDH, que es monomerica con
tres alelos mostrando también alta resoluciéon y consistencia. Las otras dos enzimas (PRX, ADH),

no fuerdn consistentes, entonces se decidié usar solo los datos de SKDH y EST para andlisis
estadisticos.

7.2. TASAS DE CRUZAMIENTO:

Segiin Azurdia (2) la Tasa de cruzamiento basada en multilocus se calculé para las 38
familias en [a poblacion mais baja, la cual fue de 0.865 y el cilculo basado en un sélo locus fué de
0.854 (Cuadro 1). Como en otros estudios recientcs en otras especies, el calculo multilocus es
sustancialmentc mas grande que el valer total del calculo basado en un locus.

Allard (1) establece comparaciones de rangos de autocruces obtenidos por métodos
multilocus y unilocular, es usado para hacer inferencias acerca de las familias. En esté estudio el
rango estimado por el método multilocus en la poblacion mas Dbaja los resultados son 13.5% vy
14.6%. La diferencia de magnitud entre multilocus con el dato obtenido por el método de
cruzamiento unilocular refleja aparcamiento consanguineo.

Cuadro 1. Cilculo de unilocus y multilocus en la tasa de autocruces (mt) para tres loci en dos

poblaciones de zapoie (Pouteria sapota) en San Agustin Acasaguastlan, El Progreso, Guatemala,
C.A.

mt: taza de cruzamiento

Poblacion  (mt) {(mt) tasa de No. Familias Descendencia (F1)
Multi- uni- Autocruza
locus locus

Parte 0.867 0.854 13.5%--14.5% a8 380

Baja '

Como se anoté previamente, Paiz (17) establece que antes de estos resultados nada habia
sido reportado en cuanto a polinizacion o polinizadores en (Pouteria sapota). Segin Weeden y
Gottlieb (25) lIas flores de (Pouteria sapota) son bisexuales y el estilo es usualmente forzado en el
capullo y flor abierta, lo que puede promover polinizacién abierta. Ha sido reportado que la
densidad de plantas cn floracion es un factor importante determinante en el rango de cruces en
especies de drboles principalmente en los bosques. Por ejemplo en Cavanellesia, Ceiba y Quarabea
en el bosque de Panama, el rango de autocruce es efectivamente asociado con la densidad de
arboles en flor Murawski y Hamrick (14). En nuestro estudio, no esta completamente claro porque
ent la poblacion baja donde la densidad es 65 arbeles por hectarea y el rango de cruces es 0.867,
Basado en estos resultados no hay razones para este comportamiento. No obstante, una probable
explicacion debe ser el efecto de factores ambientales como microhabitat, y disponibilidad de
agentes polinizadores.

i
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73. ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION.

La estructura genética de las poblaciones, con diversidad genética medidas como ias
frecuencias alélicas en loci polimorfico, la asociacion genética entre loci y 1a diferenciacion genética
entre la poblacién es determinada por el sistema de apareamiento de fas especies, El zapote
(Pouteria sapota) no es una excepcién (Cuadro 2) como se esperaba en Ia poblacion de Ia parte
mas baja, la que mostro alta tasa de cruzamiento (86.5%), tuve la mayor diversidad genética total
del loci polimdriico (1It), y mayor diversidad genética dentro de la sub-poblacion (i1s), y mas baja
diversidad genética entre poblaciones (Dst). Estos resultados estan de acuerdo con el conocimiento
general acerca del papel jugade por los sistemas de apareamiento como determinantes ecolégicos
de estructura genética en la poblacién de plantas (Weeden y Gottlieb, 1980). Este principio indica
que la polinizacidon cruzada reduce la subdivision de la peblacidén y refuerza el movimiento del
pelen, por consiguiente aumenta el flujo de genes a larga distancia (alelos sen compartidos
ampliamente) y que previene de la diferenciacién de poblacidnes.

Cuadro 2. Tasas de cruzamiento (tm ) y componentes de diversidad genética en una poblacidn de
(Pouteria sapota) en san Agustin Acasaguastlan, El Progreso.

Poblacion | tin(%) Ht Hs Dst Gst Rst

Mas baja 86.7 052 046 006 0.12 0.13

tm: rango de autocruce

Ht=Diversidad genética total de fos loci polimorfico,

Hs= Diversidad genética dentro de la poblacion.

Dst=Diversidad genética total entre poblaciones,

Gts= Coeficiente de diferenciacion de genes.

Rst=Relacion entre la diversidad genética dentro de la poblacién y entre poblaciones.
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7.4. RELACION ENTRE LAS DISTINTAS POBLACIONES:

Una forma grifica de observar la relacion existente entre las diferentes poblaciones de
zapote (Pouteria sapota) es analizar el fenograma obtenido, por ejemplo, el arbol nimero 20 y
21, estan muy relacionados genéticamente, encontrandose a muy corta distancia uno del otro,
pueda ser que existio un cruzamiento entre ellos, al igual que en los Arboles 12 y 13, a diferencia
de los arboles 28 y 38, que genéticamente se encuentran muy relacionados, pero se encuentra a
una larga distancia uno del otro, al igual que los arboles 10 y 86.

3480 0300 oI oY 0410 o-083 0-0G0
! t Ly ! ; ! i

Nuamero de arboles

__;r*‘——:if

s
] I I I I 1 teved
360 0300 o.240 0.180 0.130 088 o800

Distancia de Nei. (centimetros)

Figura 4. Fenograma obtenido de la poblacién de zapote (Pouteria sapota), localizada en Ia
parte baja de la cuenca del rio Hato, San Agustin Acasaguastlian El Progreso. En donde se
muestra el parantesco de cada uno de los individuos relacionados que constituyen la poblacién,
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Les diferentes cases que se muestran al comparar los datos del fenograma con el croquis
donde se muestran la localizacién de cada uno de los drboles muestreados, nos seiiala que existen
arboles a muy larga distancia une del otro, pero genéticamente estan muy relacionados, esto se
explican con las dos hipotesis siguientes.

Primero: es posible que en este estudio pocos alelos han sido analizades, entonces, no hay suficiente
informacién genética para mostrar claras diferencias genéticas en la poblacién de zapote (Pouteria
sapota), por lo que no se pudo encontrar separacion, La Polinizacion cruzada reduce la
subdivision de poblacién, por lo que se refuerza el movimiento del polén, aumentando la
probabilidad del flujo de genes de larga distancia lo que provendri Ia diferenciacion de poblacién.

Segundo. La poblacién de zapote (Pouteria sapota) estd distribuida a 1o largo del rio Hato, desde
las dreas altas. Sin embargo, frutas y semillas en la ribera pueden ser transportadas por corrientes
del rio a varias partes de la cuenca. Adicionalmente hay un continue cambic de materiales
genéticos hechos por el hombre (hay 12 aldeas pequeilas a le largo de la ribera del drea). En
cualquier caso, ha habido traslado de informacién genética, distribuyendese en toda el drea baja de
la cuenca del rio Hato, en San Agustin Acasaguastlin El Progreso.

7.5. HETEROCIGOCIDAD MATERNAL Y DE LA PROGENIE.

Los caleulos de la heterocigocidad esperada y heterocigocidad ebservada en planta materna
y su progenia se representan en la Cuadre 3. La heterecigocidad fue calculada de las frecuencias
de genes asumiendo un apareamiente al azar de cada locus individual y a través de dos loci. Pero
las frecuencias alélicas en las plantas maternales de zapote (Pouteria sapota) y progenie son
similares y se inclina enfre las dos generaciones en heterccigotes observades. También la
heterosigocidad en la progenie de los drboles maternales de la poblacién no estdn cerca de la
heterosigocidad esperada. En comparacion cen el date cdlculade del indice de fjacion () ne
difiere marcadamente entre poblaciéon materna y pregenie. Los valores de F para los padres y la
desendencia (F1), fucrdn significativamente diferentes de cere, que es el valor de F, esperade bajo
condiciones de equilibrio Hard y Weinberg.

Si bién otras explicaciones son posibles, muy cominmente, los valores de I’ negativos son
asociados con apareamiento disociativo y seleccidn favoreciendo a los heterocigotes, mientras que
los valores positivos se piensa que implican apareamiento asociativo o autofecundacién.

Cuadro 3. Observacion dec heterosigotes (H), tasa de cruzamiento (tm ), y fijacién de indices
maternal, y progenia de zapote (Pouteria sapota) IV, en San Agustin Acasaguastlin, LI Progreso,

Poblacién Heterocigosidad T tm(%)
csperada observada
| Materna | 051 0.77 054 | 81
Progenie , 0.53 0.67 -0.26
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VIII. CONCLUSIONES
1. La tasa de eruzamiento fué de 86%, indicando que csta especie preferentemente aloégama.
2. Los valores obtenidos del calculo del indice de fijacion (F), para medir la heterocigosidad no

son iguales a cero, ni difieren marcadamente entre plantas paternales y progenie siendo
estos valores, maternal —-0.54 y progenie —0.26, dando como resultado un apareamiento
disociativo y seleccion favoreciendo a los helerocigotes.

3. Mediante la determinacién del entrecruzamiento que existe en Pouteria sapota, el cual es de
86%, se establecio que existe diversidad genética alta entre la progenie de un mismo arbol
(una poblaci6én), y menor diversidad genética cntre drboles.

il
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Recomendacion:

Una metodologia de muestreo recomendable para sapotaceas es, muestrear el mayor

namero de frutos dentro de un arbol, debido al alto entrecruzamiento que existe, De igual
manera, es recomendable hacer unm muesireo mids intenso entre poblaciones, antes que
incrementar el nimero de poblaciones.
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X. APENDICES

APENDICE No. 1

SOLUCIONES MADRE
PARA PREPARAR GELES DE POLIACRILAMIDA (Laemmli, 1970)

SOLUCION A. Acrilamida/bis (30% T, 2.0%C)
87.6 g. acrilamida (29.2 g/100 ml)
2.4 g. de NN’-bis-methylenc-acrilamida (0.8 g./100 mi).
Hacerlo en 300 mi con agua destilada. Filtrar y almacenar a 4 grados
centigrados en oscuridad (tiempo maximo: 30 dias).

SOLUCION B. 1.5 m Tris-HCI, pH 6.8
27.23 g. Tris Base (18.15 g./100 ml)
80 ml de agua destilada
Se ajusta a pH 8.8 con HCI 1 N. Hacer 150 ml con agua destilada y
Almacenar a 4 grados centigrados.

SOLUCION C. 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
6 g. de Tris Base
60 ml de agua destilada. :
Ajustar a pH 6.8 con HCI IN. Hacer 100 mi con agua destilada y
Almacenar a 4 grados centigrados.

SOLUCION D. Amortiguador de electrodo 5X, pH 8.3
9.0 g. de Tris Base (15 g./inl)
43.2 g. de Glicina
600 ml de agua destilada.
Almacenar a 4 grados centigrados. La temperatura ambiente antes
De su uso puede ocasionar precipitacion, Diluir 60 ml de Stock 5X en
240 ml de agua destilada para una corrida electroforetica.



(RUNNING GEL) GELES DE RESOLUCION (12%)

Agua destilada

Solucion B

Solucion A

Persulfato de amonio

(10% preparado el mismo dia)
TEMED

Agua destilada

Solucion D

Solucion A

Persulfato de amonio

(10% preparado el mismo dia)
TEMED

il

0.375 m Tris, pH 8.8

20 ml,
15 mh
24 ml.
0.3m1l .(50 microlitros)

0.020 ml.
(COMB GEL) GEL GUIA (2%)
0.125 m Tris, pli 3.0
10 ml.
4 ml

2 ml
0.1 ml. (50 microlitros)

0.020 ml.
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APENDICE No. 2
FORMULAS PARA LA TINCION DE ENZIMAS (Vallejos, 1982)

1) ESTERASA (EST)

Buffer fosfato 0.1 M pH 7.1 50 ml.
Fast Blue RR Salt 50 mg.
*AHa-Naphthyl Acetato 25 mg.
*Beta-Naphthyl Acetato 25 mg.

2) ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH)

(.05 M Tris-HCI, pH 8.0 5.0 mi.
Alcohol etilico 0.5 mi,
MTT 5 Mg.
NADP 5 Mg.
PMS 1 mg.

3) ACIDO SHIKIMICO DESHIDROGENASA (SKDH)

0.1 M Tris-HCI, pH 8.0 5.0 ml.

Agua destilada 45.0 mL
Acido Shikimico 25.0 ml
MTT 7.50 ml,
NADP 5.00 ml
PMS 1.00 mlk,

4) PEROXIDASA (PER)

0.1 M Acetato de Sodio pH 5.0 50 wl.
*0.025% 3-amino-9-etilcarbazol 25 ml
0.015% Clorure de Calcie (CaCl 2) 15 mg.
Agua destilada {30%) 0.6,

* Se disuelve en 2 ml de N,N-Dimetilformamida.
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