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DETERMINACION DEL SISTEMA REPRODUCTIVO Y ESTRUCTURA GENETICA DE LA

POBLACION DE ZAPOTE (Pouteria sapota (Jacq.) Moore Stearm) DE LA PARTE ALTA DE LA
CUENCA DEL RIO HATO, MUNICIPIO DE SAN AGUSTIN ACASAGUASTLAN, EL

PROGRESO, GUATEMALA, MEDIANTE EL USO DE MARCADORES ISOENZIMATICOS
OUTCROSSING RATE AND GENETIC STRUCTURE OF ZAPOTE TREE POPULATION
(Poxterig sapota (Jacq.) Moore Stearm) - USING ISOZYMES MARKERS- ON THE HIGHER

PART OF THE RIO HATO WATERSHED, SAN AGUSTIN ACASAGUASTLAN, EL
PROGRESO, GUATEMALA

RESUMEN

Elzapote(&m_ﬂggm(hcq.)MooreSteafm)esunaespecieﬁutalmﬁv&chmnéﬁca.
Estudios previos basados en caracteres morfologicos y bioquimicos han mostrade 1a cxistencia de alia
diversidad genética. Sin embargo, sc desconoce ¢l tipo de reproduccién de dicha especic. Dicha
informacién cs importante para planificar estrategias de conservacién, muestreo y mejoramicnto, ¢ impedir
ricegos de erosion genética en las drecas de estudio, por el avance de cultivos no tradicionsles o la
utilizacién de materiales uniformes.

Se determind 1a tasa de entrecruzamiento y la estructura genética para la poblacidn de zapote de 1a

parte alia de Ia cuenca del ro Hato, San Agustin Acasaguastiin, Fl Progreso. Para esto fueron

. seleccionados 40 irboles madres, en ¢l arca de estudio que comprende 8 Kn?. De cstos idrboles madres se

obtuvicron 10 semillas, lag cuales fucron germinadas y transplantadas en bolsas de polictilen ; cstas
fucron llevadas al laboratorio para andlisis bioquimico por mecdio do cloctroforesis con marcadores
isocnziméticos.  Los sistemas cnzimiticos cvaluados fucron: Esterasa (EST), Acide Shikimico
Deshidrogenass (SKDH), Peroxidasa (PRX) y Alcohol Deshidrogenasa (ADH). Los dos sistemas
utilizados para este estudio fueron Esterasa y Acido Shikimico Deshidrogenasa debido a la consistencia

que presentaron sus datos. 1.0s otros dos sistemas (PRX y ADH), no fueron consistentes.
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Los resultados obtenidos indicaron que la poblacién de 1a parte alta de la cuenca ticne una tasa de
entrecruzamiento de 0.81, lo que indica que P. sapota es una especie preferentemente alégama. El estudio
de la estructura genética de la poblacién mostrd que existe mayor diversidad genética dentro de la
poblacién que cnire varias poblaciones, lolcual es caracteristico de especies alégamas. Se determind que ¢l
zapolc posce alta heterocigosidad, no estando en equilibrio con Hardy-Weinberg,

Los resuliados obtenidos son importanites ya que ¢ conocimiento de! tipo de reproduccion define
ol tipo do mejoramionto genético a utilizar; asi mismo, la informacién referente a la cstructura genética de
las poblacioncs permite disefiar una metodologia de muestreo y conservacién.

mnmmmm,umﬁmapuaomumﬁmuﬁﬁmmmnﬁmm&
sistemas isoenzimiticos, asi como muestrar mayor nimero de individuos (antes que poblaciones), en
diferentes cstaciones, aflos y localidades. También se recomienda para esta especie, realizar estudios mas
detallados de sistemas reproductivos en Arboles madres individuales, movimiento de polen ¥
polinizadores.
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2. INTRODUCCION

El zapotc (Pouteria sapota (Jacq.) Moore Stearm) ¢s una especic arborea perfenceicnte a la familia
Sapotaceae, distribuido cn las regiones cilidas de Guatemala, principalmentc en la costa sur, Petén, 1zabal
y orillas de los rios del Monte Espinoso y Bosque Seco de la vertiente del Mar Caribe. Esto frutal ¢s
apreciado en Guatemala por su fruic comestible de sabor dulce, siendo también cultivado y altamente
comercializado en el extranjero. En el municipio de San Agustin Acasaguastlin, departamento de El
Progreso, los zapotes s¢ encuentran cultivados en huertos familiares y en arcas ubicadas a orillas de los
tios Aguahiel, Timiluya y Hato.

Por otro lado, se desconoce acerca de la polinizacién o polinizadores de zapote; sGlamente existe
conocimiento de su estructura floral, pero no sobre su estructura gendtica y sistema reproductivo.

El presenic cstudio sc encucntra cnmarcado dentro del Proyecte "Conscrvacitn y Uso Sostcniblc
de Frutales Nativos do América Tropical, Parte I Sapoticeas®, donde se busca determinar o tipo do
apareamiento presente en el zapote, ya que la informacin referente al gistema de entrecruzamiento, la
subdivisién de poblaciones y la distancia genética entre subpoblaciones, e informacién critica para
planificar estrategias de muestreo y mejoramiento.

Para esto, mediante ¢l método de electroforesis, fueron usadas enzimas polimbrficas dec alta
resolucién (claramente identificables). Fue realizado entonces una caracterizacién bloquimica, en donde
se determiné 1a variabilidad "dentro® y “entre” las poblaciones (inter ¢ intra poblacional, respectivamentc)
y sc definicron las poblaciones genéticas que cxistian en la parte alta dc la cuenca del rio Hato.

Con Ia informacién generada por esta metodologia se aloanzaron los objetivos de ests estudio, los
cuales son: la determinacién de las tasas de entrecruzamicnio para conocer el modelo do apareamiento del
npo!e(siesalégamooautégamo),ladeterminaci@dcladisuibuciéndcladiwrsidaddmu‘oymh
poblacién y las familias, y la medicién de la heterocigosidad presente en los padres vrs. la presente en la
F1 (generacion filial).




3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Sc¢ considera que Guatemaia es centro dc.migcn de varios cultivos y también sc¢ l¢ conoce como
parte de la zona mesoamericana en la que cxiste gran riqueza en cuanto a recursos fitogenéticos; dentro de
estos recursos dostaca la especie Pouteria sapota (zapote), un fruto consumido y comercializado
iniernamente, que posee caracteristicas nutricionales y de sabor reconocidas a nivel mundial.

Segian Gamez ( 19 ) Guatemala es un foco de biodiversidad y un puntc importante para el
desarrollo de 1a agricultura; el potencial de sus bosques podra ser usado para el aprovechamiento
industrial sostenible, con productos maderables y productos no maderables, asi como para la conservacién
de 1a biodiversidad y el ecoturiemo. Sin embargo, cuando algin componente de 1a biodiversidad puede
tener alto valor, las industrias y otros grupos cconémicos con fines de lucro, optan por cualquicra de las
siguicntos accioncs: i) la domesticacién y desarrollo de cultivos en forma industrial y su mejoramicnto
genético o ii) In sintesis y comercializacién de los principios activos ( como los taninos, ol caucho y la
redina).

En 1a parte alta de la cuenca del rio Hato, existe una poblacién geogrificamente delimitada de
zapotes (Pouteria sapota (Jacq.) Moore Stearm). Estos frutales crecen en terrenos que van de ondulados a
escarpados, y con suelos de vocacibn agricola, agroforestal y forestal. 1.a zona de vida a 1a que pertenece
Ia parte alta de 1a cuenca del rfo Hato (con sus afluentes Timiluya y Hato), es ¢l Monte Espinoso
Subtropical. Castaficda y Ayala (12) indican que esta zona de vida posee una alta biodiversidad cstudiada

Aunguc cl zapote ¢s8 un rubro cconémico para la poblacién del rio Hato, existe un peligro de
orosién gendtica del mismo on esta cvenca, el cual no radica en la destruccién y desaparicion de los
individuoe por ¢l paso de la agricultura. Su peligro comsiste en el incremento de la produccién bajo el
sistema de coltivo con materiales uniformes en grandes extensiones, reduciéndose con esto la variabilidad

genética que existe actualmente en el lugar.
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Por tanto o8 importante recabaa; informacion acerca de la distribucién y variabilidad genética que
cxistcenegtaérca, mediante ¢l estudio del sistema reproductive del zapote y la determinacién de su
estructura genética. Con esto se podrin definir poblaciones especificas con caracteristicas deseables (por
ejemplo de color del fruto, tamafio de fruto, sabor, etc.), y cstablecer dreas de conservacin en ¢l lugar de
estudio, manteniendo estas caracteristicas para futuros planes de mejoramiento fitogenético.

Por ¢ peligro de erosion genética que amenaza las poblaciones do zapote ¢n 1a cucnca del rio Hato,
8¢ requicrc que sc genere informacion acorca do dichas poblaciones, lo cual se realizé on cstc catudio
mediante un tipo do caracterizacién mis precisa y objetiva, como lo ¢s la caracterizacién bioquimica
vsando marcadores isocnzimiticos. Al definir las poblaciones y sus caracteres mas importantcs, s¢ pueden
establccer 4reas de conscrvacién que poscen individuos con lneas descables para futuros plancs de

mejoramiento fitogenético.




4 MARCO TEORICO

4.1. MARCO CONCEPTUAL

4.1.1. MARCADORES BIOQUIMICOS

La biotecnologia abarca un gran campo de actividades, en laz cuales se inchuyen diferentes
metodologlas; entro cstas se encuentran las técnicas biotecnolbgicas, que constituyen la utilizacién de
tejidos. [Estas técmicas podrian ser un complemento para aumentar la eficiencia de programas de
mejoramicnto genético. (3 )

Los marcadores bioquimicos nos revelan 1a informaci6n contenida en un gen. Por otro lado,
mediante 1a localizacién subcchular, 1a estructura cuaternaria v la base genética de las cnzimas -que son
caracicristicas conocidas y altamente conscrvadas en la evolucién-, sc pucden interpretar los patroncs do
bandeo en las geles deo electroforesis. Cuando se hace mencidn de los marcadores moleculares, s refiere a
fragmentos de ADN, como marcadores de secgmentos cromosémicos, que contienen una secuencia de
nucledtidos de ADN; al contrastar tanto los marcadores moleculares y los marcadores bioquimicos, se dice
que ambos marcadores son fitiles en cualquier organismo, asi como en la herencia mendeliana y
codominancia, por lo que se pueden detectar en cualquicr fase do desarrollo y en cualquier tipo de tejido.
)

4.1.1.1. ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS

La clectroforesis en gel para profeinas se ha convertido en una herramienta de investigacion
poderosa en multitnd de disciplinas de las ciencias biolégicas. Una forma de electroforesis de proteinas s
el anilisis de isoenzimas. Esta metodologia es ampliamente utilizada en sistemitica y biologia evohitiva,

asl como en los campos biokigicos de 1a agronomia. (8 )




Seghn White ( 37 ) las isoenzimas son las miltiples formas moleculares de las enzimas. Estas son
enzimas que comparten un substrato comin pero tienen diferente movilidad electroforética.

Las isoenzimas pueden observarse cuando extractos del tejido se someten a electroforesis en uno
mmmmmmymmmm“mmmmmmmmdommm
para cada enzima. La separacion clectroforética de mezclas complejas de proteinas se puede levar a cabo
on cicrtos tipos de medios de soportc, incluyendo geles do almidén, poliacrilamida, agarosa y mambranas
 deo acctsto dc cohuloss. La agarosa y las membranas de acetato de cclulosa, goncralmants no ec cmploan
para polimorfismo enzimético. Cuando sc requiers del poder méximo do resolucion, con frocucncia se
prefioren las geles de poliacrilamida.  Una propiedad valuable de la clectroforesis en gelos do
pdhnrﬂmﬁa(PAGELuhahmandadchmncmtadﬁndcactﬂamida;meﬂowhmd
rango de 1o pesos moleculares que son separables. Otras de las ventajas de las geles de poliacrilamida es
la uniformidad y la transparencia, facilitando 1a cuantificacién densidométrica del producto. Esto también

pwnﬂhmm:pﬁacompaﬁbiﬁdaddoenuym,muﬂmuﬂomﬁmnpmrépidmdemﬂd&(n)

Mgmncnﬁmuomnnhﬁbmmlcasa,p&wamdocarboxidasaymﬂnqmmaﬁnducmd
métodoPAGB,yaqmloummayosinwlucranlapmducciéndepnwipitadosblmomqmmdiﬁeﬂudo
obsorvar en las geles de almidén.

Haymuchasrammporlascualesloadatoselncﬂofméﬁmmpomﬁm.l!nnclamh
Wﬂﬂﬁmhﬂnﬁﬂ&mmmkmmfkhm%ymmd
producio de un solo gene. (5)

Existen otro tipo de geles usadas en electroforesis. Azurdia { 5 ) indica que 1a electroforesia en
gelos de almidén continba sicndo preferida para muchos cstudios que involucran cl andlisis do un gran
ntmero de individuos de diferentes enzimas, Existen muchas razones para csto: a) simplicidad cn la
preparacién do Ia gol do almidén; b) la mo toxicidad en el material utilizado (ys que la acrilamida

mondmera wtilizada por el método PAGE, es un neurotéxico); ¢) un bajo costo relativo an ol equipo y




d) facilidad del mancjo para cargar las muestras dentro de la gel. Las muestras de gel de almidén son
homogenizadas en crudo sin centrifugar, mientras que ¢l método PAGE requiere de 1a clarificacién de las
mucstras. Probablemente la mayor razén por la que la gel de almidén continda siendo popular, es la
diferencia en la cantidad de datos gencrados por la gel. Esto se debe a que 1as geles de almidén pucden ser
cortadas en forma horizontal, permitiendo 1a multiplicidad de ensayos del sistema de enzimas por gel,
(hasta 6 incluso), micntras que las geles de poliacrilamida son usualmenic reveladas por una sola enzima,

' M(Sl)meMmdecZOomhmﬁm&&mgmnm&m
son onsaysdos, Ia eficiencia y of costo do las gelos s mis recompensado por ¢l relativo poder do
resolucién de La acrilamida.

A.  GELES DE POLIACRILAMIDA

Smithics ¢t. gl. ( 31 ) propuso €l uso de geles de poliacrilamida granulados para la cromatografia
de geles. Estas son sintéticas, al contrario de 1as geles de dextrana, La acrilamida, cuya férmula quimica
e8 Y2C=CH-CO-NK2, cs un sélido solventc en agua ¢ insoluble cn sofventes orgénicos no polarcs. 8c ko
puede polimerizar on 3 formas distintas: a) mediante calor, que obfiene un sdlido insoluble on todos los
disolventes comumes; b) por polimeros vinilicos de 1a acrilamida, que obtienc un polimero lineal soluble
en agus; y c) por copolimerizacién con un reactivo especifico con el cual se¢ hace una solucién: Ia metilen-
bis-acrlamida, H2C=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2, ¢n donde sc obtienc un material en que las
cadenas de poliacrilamida tienen enlaces cruzados. Los mondmeros que se usan en la sinfesis de
poliacrilamida son txicos y s¢ deben manejar con cuidado. 1.0s puntos débiles del material son los grupoe
amido que pucden ser hidrolizados a pH cxttemos; al hidrolizarse producen grupos carboxilo, que k
imparton al gel propisdad do intercannbiador de iones.
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lasgeludepoliacrilamidxsehanusadocunbuenoarcsultadusenlacromztngmﬁamgelpm
remowver los inhibidores y cofactores de las enzimas. Esta remocién es mury importante en los estudios
cinéticos de las reacciones com enzimas. Seria sumamente dificil obtener esto por otros métodos,
pmﬁcuhmentcwnmﬁnmlﬁbﬂuqucsedesmnrcnpnrprcdphmmopmdiﬁlimprdomda.Adanis,

sirve para marcar y obtener proteinas a partir de ciertas enzimas especificas. (31)

B. ISOENZIMAS

Segfmmdia(gjemdoﬁsgeleaquehmsmommeﬁduaelecmfmismmﬁdam
w:ohwﬁnqmﬁﬂcdemduadahommomhre@omsdemﬁﬁdadmﬁmﬁumm
El patrén de bandas que se obtiens cs ¢l comespondients fenotipo electroforético, ¢l cual gencralmente
consiste de una o mas bandas coloreadas por cada individuo analizado. Este fenotipo varia grandemente
annlcmnplejidad,dep::mﬂmdodenumemfacmrcs,mlcscomodmgnm,dhjﬂoyhmm
mﬁmda.Enalgmmcmuﬁpmdesershnpb,comﬁﬁmdodembMinvﬁmﬁmWh
MucHtras.

El andlisis genético pucds indicar que algunas de las variantes clectroforéticas son codificadas por
alclos alternos en un locus, en cuyo caso los productores alélicos so denominan “aloonzimas®. Los datos
qmnobﬁmmdchlgdcnconﬁswndcmnﬁmmdcpmdmmmzimﬁmucmrdﬁwmﬂidad
Ma)bamwmnanﬂkhgméﬁcosapmpindoew&amfommmgemﬁpmmmbauomﬂmm
para cada individuo analizado.

Varios factores son considerados como delerminantes prhcipales.dclnmmdchm
obscrvadas on una gel:

a) ¢l mmero de genes que codifican la isocnzima;
b) eatado alélico (hemocigftico o heterocigbtico);
¢) ostructura cuaternaria de los productos do la protefna;

d) su Jocalizacién subcetular (on plastidios o en ¢! niicleo).
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Segin Azurdia ( 2 ), ls forma practica de dilucidar la genética de los patrones electroforéticos es

modiante 1a realizacién de cruzamicntos de prucba. E! caso mis simple es aquel en ¢l cual una regién de
tincidn con varios clectromorfos (aloenzimas), es observado en diferentes individuos. Debido a que las
isocnzimas son. usualmenic heredadas en forma codominante, cruccs entre individuos portadores de
diferentes clectromorfos producirin una progenic F1 que mostrard los clectromorfos parentales.
Adicionalmente, Ia F1 pucdc mostrar bandas "hibridas”, no obscrvadas cn ninguno dc los padres; la
proscacia y ol nimero do cllas depends del némoro do subunidades do polipéptidos contenidos cn la
onzima activa. Asi, para uns enzima dimérica, tres bandas son observadas, las dos homodimésicas
puwuhympuducma&ckmﬂdemwiﬁdadhueme&ohemdimm,wmpmdemmﬁpépﬁdo
codificado por cada uno de los doa alelos parentales. En el caso de que la enzima sea totrémera, cinco
baudas son wvisibles en individuos heterocigbticos: dos homotetrimeras (AAAA y BBBB), y tres
heterotetrimeras (AAAB, AABB, ABBB), Cabe mencionar quc estos son los casos més ficiles de
m&wmqhmm:go,mdmomhwuﬁnpmmm,hwmummum
complicada.
Los biblogos cstudiosos do Ia evolucifn han demostrado quc la variacidn genética en las poblacioncs do
plantas puede estar distribuida on forma aleatoria (Ia més coman) y en forma no aleatoria (casos extraftos).
La estructura genética de una poblacidn es la distribucién no aleatoria de las bandas quo indican variacién
gendtica. (1)
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C). ISOENZIMAS POLIMORFICAS PARA EL ZAPOTE (Pouteria sapota)

C.1.) EST: Esterasa (EC No. 3.1.1)

113

Segiin Stryer ( 33 ) la Esterasa cs una enzima pertencciente al grupo de las hidrolasas y forma
v intermediarios covalentes enzima-sustrato. La esterasa posee un grupo reactanic serina, cuya férmula
mokcular ¢ HO - CH2 - CH <y su tipo de intermediario covalente o8 ¢l Acil éster, de formula
molecular:

O

H

R.C-0-CH2-CH<.

Las csierasas son cnzimas que catalizan la hidrSlisis de las grasas meutrss, onginando tres

moléculas de Acido graso y una de glicerol, en plantas o animales; son también denominadas lipasas. La

reaccidn es la signiente:
R - COO - CH2 ' #H+) R-COCH HOCH2
; | A + |
R'-COO-CH + 3 H20 R'-COOH + HOCH
I | + |
* R" - COO - CH2 R" - COOH HOCH2
v Grasa neutra + agua A Acidos grasos  +  Glicerol
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C.2) PRX: Peroxidass (EC No. 1.11.1.7)

Segin Stryer ( 33 ) la peroxidasa es una enzima oxireductasa que impide la acumulacién del HaO2

-

anoxico que sc forma por la oxidacion acrébica dc las flavoproteinas reducidas y del 01. Las

peroxidasas catalizan 1a siguiente reaccion tipica:

+ H2O2 - + 2 H20

OH ' 0

Una catalasa puede descomponer 44,000 moléculas de perdxido de hidrégeno (F1202) por segundo.
La enzima casi no mucstra cacrgia do activacién y la wlocidad de reaccidn parcce sar entcramento
timitada por difusién. La catalasa o peroxidasa reacciona con el peréxido de hidrégeno, para formar un
.comﬂojomﬁmammmhﬁmmmbh,dommmdetemhmda Las plantas superiores son
ricas en actividad peroxidisica.

La reaccién peroxidizica se escribe como:
HO HO O

[ + \R 2 H20 +

| / R ( Peroxidasa )
HO HO It

O

HO HO O

| + \ 2 H20 + | ( Catalasa )

| / o
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C.3.) ADH: Alcohol Deshidrogenasa (EC No. 1.1.1.1)
Scgn Murray ( 25 ) esta cnzima Uamada deshidrogenasa alcohdlica cataliza la reaccién que

reduce ol acctaldehido por ol DPNH. La reaccién es la siguicnte:

CH3CHO + DPNH +H' ——2— CH3CH20H + DPN*

Asf en 12 levadura, ¢l acetaldehido sustituye al 4cido pirfivico como oxidante det DPNH que surge
en la oxidacion del 3-fosfoglicerakichido. Esta enzima es un importantc clemento componenic del
metabolismo del ctanol.

La primera y principal via usa alcohol deshidrogenasa y acetaldehido deshidrogenass que
comviorien ¢l alcohol en acetaldehido y de ahi a acefato, que lucgo pasa a accti-CoA. En las dos
reacciones se produce NADH yH+.

En 1a primera via, el etanol es convertido en acetaldehido, el cual puede seguir dos caminos:

a) fijacioén a proteinas y icidos nucleicos ¥y
b) conversifn a acctato, acetil=CoA y luego intervenir en el incremento de sintesis de Acidos grasos.

En la scgunda Via, 1a enzima interviene en 1a relacién NADH/NAD elevada, produciendo:

a) Incremento on la proporcitn lactato/piruvato,
b) Inhibicién de gluconcogénesis.
¢) Blogueo de oxidacién de dcidos grasos.

d) Inhibicién de glicerofosfato deshidrogenasa que lleva a elevar el glicerofoafato.
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Cc.4) SKDH: Acido Shikimico Deshidrogenasa (EC. 1.1.1.25)

Seglin White y Handler { 37 ) esta enzima interviene en el proceso de sintesis de 1a fenilalanina, Ia
tirosina y del dcido antranilico, precursor en la sintesis del triptéfano.

La mayoria de los compuestos fendlicos se derivan de los intermediarios del metabolismo
respiratorio a través del dcido shikimico. Ciertos amino4cidos del grupo prostético de cicrtas cnzimas y ia
sustancia catructural fignina son compucstos fenélicos. El primer intermediario cstable de importancia que
ﬁmmniﬂobmétﬁcoud&idqdikinﬁoo,quedasunmnbrcamta\daden'ansfmmcim.

Lau via del écido shikimico sigue los siguicntes caminos:

a) por medio de la utilizacién de un ATP a ADP y PEP, 4e convierte en icido corigemico que se

transforma en un proceso especifico en el aminoicido TRIPTOFANO, |

b) El icido corismico puede transformarse en icido prefénico y convertirse en TIROSINA.

¢) El icido prefénico también puede transformarse en FENILALANINA.
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412, El. ZAPOTE (Posteria sapota (Jacq.) Moore Stearm)

4121 TAXONOMIA DEL ZAPOTE

La taxonomia del zapote se presenta con los siguicnies taxa:
| * REINO: Plantac
v PHYLLUM: Tracheophyta

SUBPHYLLUM:  Picropsida

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Magnoliopsida

SUBCLASE: Dilleniidae

ORDEN: Ebenales

FAMILIA: Sapotaceae

GENERO: Pouteria

ESPECIE: Pouteria sapota (Jacq.) Moore Stearm

Gola ( 20 ) indica quc la familia sapotaccac rcunc hasta 600 cspecics do lefiosas, con hojas

esparcidas y bordes onteros; las diferentes espocies poscen numerosas células corticales secretoras, floves

hermafroditas y fruto ca baya,
| Segiin Standley ( 32 ) en Guatemala I familia de las sapoticeas et compucsta por ocho géncros,
*  con cincucnta (50) cspecics o més, principalmente americanas y con representantcs asiéticos y africancs.
. De igual manera Standley ( 32 ), en su obra Flora of Guatemala, presenta catorce (14) especics dcl géncro

Pouteria, a 1as quc sc los denomina comiinmente "zapotes”.

-
E
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A Pouteria sapota (Jacq) Moore Stearm

Segiin Standley ( 32 ) los sindnimos principales, para el zapote son los siguientes:

. Powterta mammosa (1..) Cronquist - Sideroxylon sapota Jacq
* Achras mammosa L. - Lucuma mammosa Gaert.
. Achradelpha mammosa Cook - Calocarpum sapota Menill

Sus nombres comunes en Guatemala son:

* Sapote *  Zapote mamey * Chacalhaas (Yucatan, voz maya)
* Mamcy, mamey colorado * Saltal (Quecchi) * Sesaltul (Quecchi)
* Tulu} (Cacchiquel) * Saltul (Pocomchi)

El término “zapotc” o8 ampliamente usado en Guatemala; ac deriva del nahuatl “izapotl®, que
- significa fruta eeférica, dulco y con somilla grande. Esta dencminacién aparece en los nombres de muchos
lugares en Guatemala, como: El Zapote, Zapotal, Zapotdn, Zapotittin y Zapotitlancito. El zapote e
encontrado comGnmentc desde 600 metros sobre el nivel del mar o menos, y mis comin a 900 metros &
incluso a 1,200 metros sobse el nive! del mar (manm); algunas veces s ha visto hasta 1,500 metros sobre
¢l nivel del mar. S¢ encuentra a menudo en cstado silvestre en Izabal, Petén, Sur do México y Hondairas.
)

Segin Standley ( 32 ) es comilin encontrarlo como uno de los cultivos do las ticiras bajas de
Centroamérica y posiblcmentc native alrededor de Ia cosia Atlintica. También cs cultivado cn América
tropical y en algunas partes de los trpicos del Viejo Mundo.
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4.1.2.2, DESCRIPCION DEL ZAPOTE

Stamﬂcy(ﬁ)indicaqueelzapoteesunérbolﬁande, a menudo con alturas hasta de 30 metros; el
tronco puede Ilegar a veces hasta un (1) metro de didmetro, corto o usualmente largo, a menudo con
gambas o apoyos angostos; la corteza y sus escamas son vellosag o lisas, de color marrdn rojizo; 1as ramas
son anchas, usualmenic densas de pelos tomentosos marroncs; las hojas grandes y delgadas, agrupadas
corca del final do las ramas, de formas obovadas a oblongas-oblanceoladas; poscen una longitud de 15 a
20 om, glabras o lustrosas por encima, con vellosidad por debajo, glabras o a memudo corto pilosas y
puberulentas; son obtusas o redondeadas en ¢l dpice y apiculadas, largas atenuadas en la base,

Posce peciolos corpulentos, de 2 a 4 cm de longitud, blanquecinos, densamente agrupados en
ramas antiguas, siendo sésiles o corto pedicelados, de 7 a 8§ mm de largo; los sépalos de la flor son
redondos, densamenie imbricados y apresados, y densamente sericeos; presenta una corola cerca de 10
mm de largo; la forma de su fruto es globosa o elipsoidal, con tamafios cominmente de 10 a 16 cm de
largo, café y de picl rugosa; la pulpa es suave y dulce, mrﬂleﬁtaarojizaomsada, a menudo con alguna
lechosidad;  posce una semilla (a veces dos), muy grande, tustrosa y café, con una gran cicatriz palida
sobre uno do sus lados. En la Figura 1, se muestra la representacion grafica de una rama de zapote segin
Standley ( 32 ).

4.1.2.3. FENOLOGIA DEL ZAPOTE

Azurdia ( 8 ) menciona que ¢l zapoie no presenta tanta variacién fenologica como el injerto
(Powteria viridis), durante marzo y abril es 1a época en 1a cual los frutos maduran, a excepcién de los
zapotes on ol oriente dc 1a ropiiblica do Guatemala. En ¢l departamento de Santa Rosa y drcas de El

Progreso, los frutos alkcanzan la madurez en los meses de noviembre a dicicmbre. Igudlmente otras

excopciones so encueniran on Ia Tinta, Alta Verapaz, lugar pertencciente al Bosgue muy himedo

e erp—— 2 e




Pouteria sapota
A. HAbito,
B. Flor

C. Corola abierta (con estdmbres estériles)

Figura 1. Pouteria sapoig (Jacq.) Stearm Moore. (Segiin Standley, 1966) (37) | |
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Subtropical clido (Bmh-S (c)); en esta localidad se encuentran frutos madurcs durante ¢l mes de

mayo y en Morales, Izabal, durante el mes de sepltiembre,

v 4.1.2.4. ETNOBOTANICA DEL ZAPOTE

SegﬂnStandlcy(BZ),dmpotcmmodclosﬁmosfavorimschmé:icaCcmral,apwciadopor
los guatcmaltccos como postre o refaccién. Son comidos usualmentc en forma cruda, pero a veces son
proparados en conservas y mermeladas. Se encuentran en bos mercados del pais, en caei todas las épocas
del afio. Existen miles de drboles gigantes en Guatemala, especialmenie 2 lo largo de la region fisiogrifica
del pié de monte Pacifico y en las grandes planicies.
| Muchos lugares en Guatemala flevan nombres de "zapote”, como se habia indicado anteriormente.
En San Felipe de Joshis, Sacatepéquez, se claboran artesanias de arcilla, con forma de zapote. (7 )

Las semillas de zapote son llamadas "sapuyules” o "sapuyulos”. Gran cantidad dec cstas scmillas
cn himedo, son colgadas sobre varas y son cxhibidas cn los mercados. Las scmillas del zapote poscen un
sabor parccido a almendras amargas y de vez en cuando son empleadas para dar sabor al chocolate, al atol
do *Sichilos” vy otras bebidas. Algunas veces son usadas para saborizar dulces. Dichas semillas son ricas
en aceite, ¢l cual es utilizado para preparar jabon y también es comim untarias en ¢l cabello, el cual queda
liso, suave y brillante. En algunas regiones de México y América Central existe la creencia de que ol
aceite previene la caids del cabeflo y promueve su crecimicnto, También son usadas para endurecer el
. lino wsandola como plancha. (32 )

'~ La madera del irbol de zapote es de color mamrém encendido cuando cstd recien cortada,
cambiando a un svave café o color picl y finalmente posce un tinte levemente rojo; su brillo ¢s bajo, no

poscc olor, pero algunas veces s auavemente percibido; dicha madera cs dura, pesada, do textura media,

R ] TR o

con grano usualmente recto y de dudosa durabilidad. Es poco usada dobido a que los drboles son
conservados por ¢l fruto.
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4.1.2.8. DISTRIBUCION Y VARIABILIDAD GENETICA DEL ZAPOTE

Segun Azurdia et. al. ( 7 ), el zapole crece a lo largo de un rango altitudinal entre 0 a 1,500 metros
sobre el nivel del mar. Esta especic se encuentra en diferentes tipos de clima y vegetacién. Las zomas de
vida a las que perienece ¢l zapote son: Bosque muy hiimedo subtropical calido (Bmh-S {c)), Bosque
hamedo subtropical célido (Bh-S(c)), Bosque hiimedo subtropical templado (Bh-S (f)) y Monte Espinoso
Subtropical (Me-8).

A)  Bosque Humedo Subtropical Calido ( Bh-S(c) )

| ~De acuerdo con De la Cruz (lﬁ)cstammdevidacompte:}dshmgiénnonechetén, asi como
mﬁ‘anjade 10 a 22 Km de ancho que va desde El Salvador hasta México y en toda la Costa Sur de
Guatemala. Posee un drea de 27,000 Km?, con suelos de excelente calidad en 1a costa sut, en contfraste con
o8 suelos del norte y centro del Petén, donde la vegetacién primaria atn existe.

Secglin Amd;agt._al (7)), cn la Costa Sur ¢l zapote es de tipo cultivado; en Peién, son pocos los
e_]emphxw silvestres que existen, no pudiéndosc regencramse ya quc manadas de jabalis lcomcn de los
ﬁ'atos-y semillas cuando caen del arbol. Los drboles estudiados en condiciones silvestres on Petén son de
30 a 86 cm de DAP (Didmeiro a Iz Altura del Pecho) y alturas de 34 2 55 metros. Los arboles de zapote
cultivados en el Petén, son de 7 a 29 metros de altura y con DAP menos voluminosos que los homélogos
silvesires. La diferencia entre irboles cultivados y sitvestres es casi nula, con la excepcin que los
silvestres son de tallos anchos y de mayor edad, con hébitos erectos por la competencia de Inz. Los drboles
aﬂﬁvadmm?ﬂénsunmﬁeﬁﬂesgenéﬁcosquelmnsﬂommmm&mm

silvestres o bien son ¢l remanente dejado después de descombrar ¢l bosque.
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B) Bosque muy himedo Subtropical Cilido { Bmh-S(c))

Esta zona de vida ocupa el 37.41% de 1a superficie del pais, cubsriendo una franja en la Costa det
Pacifico y en ¢l Norte, en donde abarca los departamentos de Izabal, Norie de Alta Verapaz, Quiché y una
parte de Hushuetenango, asi como parte del sur de Petén. ( 16)

En Petén sc ha cncontrado al zapot¢ juntamentc con otras especics como Virola spp., Ceiba

pentandra, Terminalia amazonia, Vochysia hondurensis, Pinus caribaea, Brasimun alicastrum y otras

miés. En Alta Verapiz se han enconirado desde los 700 metros sobre ef nivel del mar, con alturas de 40
metros y 80 cm de DAP, en estado sitvestre. Esmsérbolesenestadosih'esu'csewacmimpﬁtm
grandea aliuras de hasta 50 metros y frutos pequefios cosechados en ¢l mes de noviembre, (7 )

En Izabal se pueden encontrar irboles de zapote, principalmente en estado cultivado, aunque
existen cepecimenes silvestres en dreas como el sur-oeste del lago de Izabal, como en ¢l cerro San Gil. Fd
zapote requiere mayor humedad y suclos profundos para su desarrollo, o que determina probablemente su
cscascz en la parte norte det Petén y su grancamida&en Izabal y ef sur de Petén,

La Costa Sur o Franja del Pacifico posce los mejores suclos del pais, los cuales son dedicados a
cultivos de exportaciéon como cafia de azlcar y a actividad ganadera. El zapote en eatado silvestre casi no
cxisto en esta region, micntras que el cultivado se encuentra asociado a comunidades humanas, en donde
crece ya sea a nivel de huerto familiar, en potreros, como sombra del cultivo de café o bien en algunos
casos como plantacion comercial. En esta region se produce la mayor cantidad de zapote del pais, ya sea
para ¢l requerimiento del consumo nacional o para cxportacién a la Repiliblica de México. Algunas
empresas ufilizan esta fruta procesindola como pulpa congelada. El zapote es una de laz frutas mis
frecuentes o importanics en la region costera del Pacifico, con Arboles de 9 a 35 metros de altura y 21 a
144 cm dc DAP; los frutos de csta regién son relativamente grandes y poscon muchas scmillas en sus

intoriores (de 1 a 3) en comparacién & otros frutos de otras partes del pais. ( 7 )
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Segin Azurdia ¢t. al. { 4 ), los zapotes silvestres del Petén son los que presentan el fruto mas
gmde_cansemillaspequefﬁa;ﬂeganaposeerpesosdeﬁl?gparaclfmtoyentmiia10.4gparalu
semillas. Le siguen en peso de fruto los zapotes cultivados en Petén (514 g), con un peso de semilla
higeramente mayor (2.4 - 14.3 g). Para el bosque muy himedo subtropical cilido de la vertiente del
Pacifico, los frutos son ligeramente mis pequefios y menos pesados que loz de Petén (452 g en promedio).

C)  Bosque himedo Subtropical templado ( Bh-S(t))

- De 1a Cruz ( 16 ) indica que esta zona corresponde a localidades ubicadas entre 700 a 1,700 msam,
ceracterizada por tcner una época de Iluvia bien marcada de maye a novicmbre.

Sogtn Azurdia ot. al. ( 7 ), en esia zona, los drboles de zapote crecen junto a arboles de injorto en
Quiché. Ea dicho departamento, los drboles de zapote tienen de 7.46 a 21.50 metros de altura, de 14 a 117
cm de DAP, frutos con hasta 301 g de peso, con una semilla. Posiblemente por el hecho de que esta
regidn representa el limite en ¢l cual el zapote crece cultivado, s¢ obscrvaron pocos ejemplares en las
localidades, a 1a vez que el fiuto resulté ser mas pequefioc y menos pesado en comparacion con los

¢jemplarcs prescnics on las otras zonas de vida.

D)  Monte Espinoso Subtropical ( Me-5)

Esta gogién comprende parte de los departamentos de Zacapa, Chiquimula y El Progreso. Eata
regidn se caracieriza por su escasa precipitacién phivial anual y una alta taga de evapotranspiracién.  El
ﬁuauﬁﬁudapuaaginuh@adeculﬁmshmﬁmhsehdmﬁiﬂmmmmdhmdé&mﬁnn,hmﬁo
tabaco. Las sapoticeas frutales, principalmente el zapote, son frecuentes a lo largo de los rlos que comen
hacia e kitoral del Aflintico, por 1o que ¢l requerimiento de humedad para ¢l zapote sc suple mediante ¢l
uso de ircas de regadio. Los indcios dc 1as riberas de los fos gue descmbocan en ¢l Golfo d¢ Honduras,

poscen “ccotonos™ o dos zomas do vida cn un drca poquefia, como en ¢l caso del Monic Espinoso
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Subtropical y ol Bosque Seco Subtropical. Esto sucede en las partes altas de los rios Hato y 1a Conquista
do los departamentos de El Progreso y Chiquimula, respectivamente, donde pinos Pinus oocarpa). ¥
encinos (Quercus sp) coexisten con los irboles de zapote. En Zacapa, se encontraron érboles con 8 a 25
metros de altura; peso det fiuto, 281 a 790 g, frutos con una semilla (37% de los fiutos), doe semillas
(53%) y tres semillas (9%). Es notorio que en csta regidn se observan fruios relativamente grandes,
pudicndo debersc a las condiciones microclimiticas favorables en las que crecen, ya quc la alta

temperstura y himedad adecuadas son clementos necesarios para ¢l desarrollo de dicha capecie. ( 7)

4.1.2.6. EROSION GENETICA DEL ZAPOTE

Segiin Azawdia ( 4 ), Petén cs un enorme reservorio de sapoticeas para Guatemala, siendo este
Wmﬂcammﬂﬂwmdomdeahadivﬁﬁdadméﬁu;dicbpmﬂmuﬁem
routiizado en el futuro, en ¢l mejoramiento do los materiales que de una u otra mancra 80 estin cultivando
en otras regiones del pais. Tat ¢s et caso del zapote en la Cosia Sur y el chicozapoie en e Oriente de la
Repéblica dc Guaiemala, Desafortunadamente, mucha de 1a poblacion  humana ¢n Petén no reconoce 1a
importancia quc ticnc 1a conservacidn de dicha especic, 1a cual va desapareciendo en ércas considorables
dedido a la deforestacién masiva quo so roaliza con fines de desasrollar agricultura, dando como resultado
dreas en las cualos en la actuslidad sSlamento se observa el material original del suslo, con algunas
excepcianes donde se conservan algunos especimencs donde se elimina ef estrato arbéroo.

Para el caso de los materisles genéticos cultivados, al presente no sc cbserva un peligro inminente
de crosion genstica, debido a que los mismos son sumamentc abundantes en las diferentes comunidades
humanas en las que catdn presentes. De igual forma el desarrollo de estas cspecics ¢ propiciado, debido al
valor comercial que repeesentan sus fiutos, el cual ticnde a incrementarse como consccucncia de la
demanda crociente que oxisto tanto a nivel nacional como internacional.

Asimismo, Azurdia ( 7 ) indica que ol poligro que puede vislumbramse en el futwo inmedisto no s

por la destruccién de los diferentes tipos de materiales genéticos que se tienen en la actualided, sino of
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hecho de que esta especie sc estd incrementando considerablemente bajo el sisterna de cultivo con

materiales uniformes en grandes extensiones; por tanto en dichas plantaciones se requeriran mateniales

uniformes mejorados, para suplir la demanda internacional exigente en determinados tipos de frutos, por
io que habri una reduccién de la variabilidad genética al utilizar una séla variedad. Oftro aspecto a
considerar es ¢l hecho de que a medida que ¢l zapote se convicrta en un cultivo comercial, se puede dar la
tendoncia a importar materiales genéticos mejorados a 1a Florida, EE UU, por lo cual de muevo sc pucde
enfrentar un proceso ds relegamicnto (desticrro) de ia amplia diversidad genética presente en ¢l pais.
EnhFigtn‘aZsemumla'disuibuciéngwgréﬁcadelzapoteysudisuibuciénenhkepﬁbmaﬂc
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Figura 2. Distribucién geogrifica del zapote (Pouteria sapota) en la Repiiblica de Guatcmala,
con referencia altitudinal. (Segin Azurdia, 1996) (7
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4.1.2.7. CULTIVO, PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DEL ZAPOTE.

El mesocarpio (camaza) de los frutos del zapote cuando maduran, es color amarillento a café
rosado, suave, siendo de sabor dulce y delicioso. Los frutos inmaduros son duros y desagradablemente
astringentes. ( 14 )

El zapote es nativo de América tropical y sc encuentra ampliamente distribuido en los trGpicos.
Crece grandemente on diversas panics de India y Africa, Indias Orientales, Filipinas, Malasia (donde s¢ Ic
Bama "Cikn"), América Tropical y Sur de Florida ¢n Estados Unidos, ( 32)

Existen algunoa clones que son recomendados para plantacion. El zapote ha gsido ampliamente
propagado por semilla, por polinizacién cruzada, con gran variacién en forma, tamafio y color de pulpa.
Muchog irboles semilleros producen alta calidad de fruto, pero ha sido limitada la scleccidn de tipos
superiores por propagacion vogetativa. Los dos mejores cultivares en ¢l presente son: "MAGANA" y
"PANTIN" (6 Key West).

Ademis en Malasia existen dos clones populares que difieren en formas del fruto, camaza, color y
sabor. Estos son:  Masiid ce2 Jantung Tanah, Malacca y Subang New C63 Ciku Village, Subang
Seclangor. Empresas como PC Garden's Worldwide Plant Seed Scedbank venden lotes de 200 scmillas a

USS 90.00 por lote. ( 14)

A). REQUERIMIENTOS DE SUELO Y HUMEDAD

Ell zapote crece bien en suelos aluviales y arcillosos con alto contenido de maieria organica y no
crece bien en suclos pobremente drenados. Prospera bien en bosques luvicsos tropicales ya que csta
adaptado a 4rcas himedas y calientes. Rinde mejor bajo condiciones de irrigacion y es altamente tolerante

a2 lasombra. (14)
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B) RENDIMIENTO

Entre los tres y cinco afios el rendimicnto del zapote es de 2 a 5 toneladas por Ha.; de los scis a los
veinte afios, el rendimiento es de 8 a 40 toneladas por Ha y a més de 20 afios de edad, los rendimientos son
de miés do 42 a SO toncladas por Hectérea, ( 14)

4.1.2.8. INFORMACION NUTRICIONAL
Los componentes do 100 g dc una porcién comeatible do mosocarpio de zapotc sc presentan en cl
siguiente cuadro ( 14 ):

CUADRO 1. Componentes cn 100 g de una porcién comestible del mesocarpio del zapote ( 16 ).

Energia alimenticia 82 calorias

Humedad 7%.1g

Proteina 04 g

Grasas © aceites 08 g
Carbohidratos 18.4 g

Fibras 09 g

Cenizas 04 g

Calcio 16 mg
Fosforo 4 mg

Sodio 21 mg

Potasio 13 mg
Beta~Caroteno 130 microgramos
Vitamina B1 0.01mg '
VYitamina C 6.5 mg

4.1.2.9. TIPOS DE CONSUMO

El zapote tucgo de su cosccha puede ser consumido de diversas formas, dependiendo del mercado
¥ del proceso de industrializacion que se le dé. (14)
En Malasia, ¢l zapote se industrializa y exporta de 1as siguientes formas:
» Enlatado y embotcllado
* Jugo de zapote concentrado (jugo do fruta tropical)
* Rebanadas de dulce de zapote. Usado para la preparacién de combinados de frutas.
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* En fresco.

Elupotccsusnalmentcconﬁdomﬁmco.Iacamazapucdcscrdiroctamcntcingeﬁdadmdcla
fruta por el corte longitudinal y removiendo 1a semilla. El fruto es excelente para usarse en helados,
sorbetes, gelatinas y conservas. Dcﬁciosasbebidaspucdcnscrpreparadascnbaﬁdos,aparﬁrdcla
carmaza, Lamﬁllapuedesermolidaparaprepamrchocolalemrgo. (32)

Elzapowcamaﬁutadcimponmcianoséloporsuusocmro,sinoporsuusocomercia!limitado.
- UnMdmabbﬁwmmddmmoﬂodcuummadopodﬁamnccmminmdcmhgrmdn
| mﬁdadegpodwhndom;agmmmhaﬁsewndeﬁlmdelmhlgamdemodmiémmmpm
eiemuplo ol condado de Dade on Florida, Estados Unidos. (7 )

4.1.2.10. COMERCIAL¥ZACION Y MERCADO
SegﬁnAmrdin(?).elzapotemGuatemahucomumidoycommiaﬁndoaniwlmmo.Su
mdéumaﬂmmMmmﬁzadaycasinmglmmprmmmﬂimmhfabﬁmﬁmnde
mermeladag y otros producios como helados. A nivel raral ¢s vendido ¢n los mercados, como fruta ficsca
oconmknlubpmductosqucscpuodmobtcncrdcél,conmporcjmnplolos“u]puyuh".Atﬁvcl
ug'omlcnﬁwltemdn,clzapotosélosecmmnneenﬁ‘escoysuhidusuializaciénoscasinuh,aiendosu
exportacibn minima hacia México y Honduras, en estado de fruto maduro. No existen datog de
cmﬁaﬁndﬂntﬂmhsemdiaﬁcmmdmﬂcsddgohicm,nianivdpdvadomh&mﬁdde
Exportadores de Guatemala.
EnMalasiasehapmducidoelzapoteconbuemrwmados.Aconﬁnuaciénscprcsentaunatabla
cmwndchsexpomcimeadem&umsﬁumyprmadm,pamlmaﬁmdc198731995,m
MMMMMmhMWMmMqucmmmmmym
ganancias quo pucde generar en una produccidn industrializada. ( 14 ) |

B




CUADRO 2. Comercializacion def zapote como fruta fresca y procesada en Malasia, para ¢} periodo

1,533,081

1987 a 1995,

ANO FRUTA FRESCA FRUTA PROCESADA TOTAL [en miles da toneladas)
1,887 113,454 70,202 183,057
1,988 145,562 81,519 207111
1,080 189,532 64,797 234,330
1,960 181,081 91,350 272,471
1,901 202 336 101,203 303530
1,902 211,004 910,211 1,121,308
1,803 286 277 79 024 345, 31
1,964 258,200 78,820 337,120
1,805 218,257 75.625 204,083

TOTALES 1,785,623 3,208,198

FUENTE: Ciku, Malasia, 1997. Comercializacion del zapote en Tailandia (Intermet). ( 14 )

CUADRO 3. Exportacién de semillas do zapoto en fresco y procosadas en Malasia, para ¢l periodo
1987 a 1995.

— ANG | SEMILLAS FRESCAS | SEMILLAS PROCESADAS | TOTAL (an miles o toneiadas)
4,087 4 975 3,507 8 482
1,968 4,283 8 393 13,887
4,980 5,152 12,824 17 978
1,600 6,806 19,102 28,000
1,991 8112 14,632 2,744
1,802 8,025 16,568 22,504
1,003 7.115 18,840 23,058
1,004 6,810 2,716 20,527
g, 7,665 2,208 5,064 |

TOTALES 65,143 137,880 190,029

FUENTE: CIKU, 1997, Malasia, Comercializaciim del zapote en Malasia (Intcmiet). ( 14 )




4.2, MARCO REFERENCIAL
4.2.1. REGION SEMIARIDA DE GUATEMALA

Scghn Paiz ( 27 ), la rcgién scmidrids do Guatomala, sc pucde considorar como aquella
comprendida en las zonas do vida: Monte Espinoso Subtropical y Bosque Seco Subtropical, segin la
clasificacién de Holdridge. Estas dos zonas de vida consideradas como provincia de humedad semiérida,
tienen precipitaciones pluviales que van de 400 a 1000 mm anuales, y Ia evaporacidn de la humedad es
mayor que ls cantidad de lluvia que cae. En la zona semiérida de Guatemala existen variados sistemas
naturales y productivos tipicos de 1a zona, tales como bosques espinosos en diferentes fases succsionales;
estoe bosques son utilizados para extraer lefia, y exisien dreas intensamente deforestadas y utilizadas para
sgricultura bajo temporal o para pastoreo extensivo. También s¢ cncucniran huertos de Arboles frutales con
cspeciss mayoritariamente nativas, en 1as riberas de los arroyos y distritos cstatales de riepos. |

Las tioras cultivadas en of valle intermontano del rio Hato en San Agustin Acasaguasilin, El
Progreso, eon un claro sistema de ireas trrigadas en las riberas de arroyos. Las aguas de los rios Hato,
Aguahiel y Timiluya son encausadas en pequefias tomas de riego, para regar cafia, zacateras, cultivos
anuales y drboles frutales. (Figura 3).

Paiz ( 27 ) indica que los huerios de &rboles frutales han sido reportados como un sistema de uso
del suclo enire las tecnologias nativas de mesoamérica, los cuales se realizaban en terraplencs, sistcmas de
irrigacitm, drenajes y tcrazas, y concentrando ¢n cllos una alta cantidad de cspecics dtiles.

La fructificacion en ¢l &rca de cstudio ocurrc entre los mescs de noviembre y diciembre. Esto
difiore do otras 4rcas de 1a Repablica do Guatomala, en dondo fiructifica enire marzo y abril; esto se debe al
microclima y el microhabitat en que se desarrollan los zapotss de la parto alta de la cuenca, caracterizado
dicho lugar, por regadios en pendientes de medianas a fuertes; inchuwo existen individuos que se
desarrollan a cierta distancia de los rios Timiluya y Hato (Anexo 3).
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4.2.2. CARACTERISTICAS CENERALES DEL AREA
4221 UBICACION Y LOCALIZACION

El area de estudio corresponde a las terras imgadas o no imigadas, pero cultivadas con frutales
nativos ¢ introducidos, ubicadog en la cuenca del rio Hato. Esta 4rea se extiende desde la descmbocadura
del rio Halo sobre el rio Grande o Moltagua hasta las comunidades de Incanal, Timihrya y Chanrayo sobre
los rios tributarios Aguahicl, Timiluya y Hato respectivamento.

Toda ¢l &rca pertencce politica y administrativamentc al municipio de San Agustin Acasaguastlim
dol departamento do El Progreso. Las coordenadas geogréficas y la altura sobre o nivel del mar, del &rea
de estudio son las siguicntcs:

LATITUD NORTE: 15°01°12" a 15°05°24"

LONGITUD OESTE: 90°00’16" a 90°62’'35"

ALTITUD: 422 msnm a 800 menm (aproximadamentc a la altura del poblado de
Chanrayo).

La Figura 3 muestra ia ubicacién de la cucnca del rio Hato dentro de la Repiblica dc Guatcmala.

4.2.2.2 CARACTERISTICAS CLIMATICAS

Segin Paiz ( 27 ) las estacioncs metereologicas mas cercanas al area irrigada (ubicadas en Puente
Orellana y Rancho Fegna, del municipio de San Agustin Acasaguastlin), sblo proporcionan datos de
precipitacién, reportando en promedio de 530 a 725 mm de Buvia anuales. La distribucion de la

 precipitacion no es uniforme, observéndoseumconcmﬁn'delamhmacnlosmmdemayoa

octubre,
Pensamiento ( 28 ) menciona que los datos do temperatura y humedad relativa corrcsponden a los
obtenidos en la catacion Morazin, ubicada en el municipio de Morazén a una altitud do 370 menm,
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presentando temperaturas medias anuales de 27 2 28 grados centigrados, con maximas de 35 y minimas de

18.9 grados centigrados, y una humedad relativa anual de 64%.

4.2.2.3. ZONAS DE VIDA
Segin la clasificacion de zonas de vida de la Repiblica de Guatemala, presentado por De la Cruz

(16), ¢l &rca de cstudio sc localiza deniro de una asociacion edafica himeda que se¢ ubica dentro de las

zomas de vida Montc Espinoso Subtropical y Bosque Scco Subtropical.

4.2.2.4. HIDROGRAFIA
Piiz(27)indicaquelacucncadelrioHatoscdivideentrusubcuencas:lalubcucncaddﬁo
Aguahiel, Ia subcuenca del rio Timiluya vy 1a subcuenca del rio Hato (Figura 3). Existen dreas de frutales
en todas las subcuencas cn cantidad significativa y en forma ropresentativa, existiendo algunaa ircas que
no poscen zapotes, lo que permite diferenciar la parte baja y 1a parte alta del 4rea de estudio en la cuenca

del ric Hato. (Ver Ancxo 3)

4228 SUELOS

Segun Paiz ( 27 ), loz suelos del 4rea sc originan en su mayoria en el periodo Cuaternario,
formados por aluviones recientes depositados por los rios que drenan ¢l drea.  En menor proporcién se
originan de material no diferenciado del Paleozoico inferior. El drea pertenece a la region fisiogrifica de
las Tierras Altag Cristalinas, genéticamente formadas por esquistos y roca serpentina no intemperizada que
cunﬁmqlalcosyou'osmineralmqueenlamayor!adeioscasossnndecolorverdegrhiceo. Los
afloramicntos son comuncs y mas del 25% con algunas drcas s roca desnuda. Son suclos com
suscoptibilidad a Ia erosién hidrica principalmente en la parte alta ds la cucnca. |
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Segim la clasificacién de Simmons et. al., los suelos pertenecen a los suclos de los valles. Sélo una
pequefia porcién de tierras ubicadas en la parte superior del irea de estudio posee suelos perfenccientes a
Ia scric Marajuma, los cuales son profundos y desarrollados sobre materiales sedimentarios y
metamorficos. Ademds existen grandes extensiones de la parte alta que poscen suclos pertenccienies a la
seric  Acadaguasiian, los cuales son poco profundos, de color café rojizo oscuro, franco arcillosos
desarrollados sobre scrpentina.  La parte alta ocupa un relicve de ondulado a inclinado, teniendo la
mayoria pendicntes cntre el 15y 30% de inchnacién, cxistiondo lugarcs con més del 50% de pendicnte.
Los suelos pertenccen a 1a unidad fisiogrifica del Valle Intermontano, que ocupa una extensién de 6.2
- kilémetros cuadrados, con pendientes de 0 2 8% y con un uso actual de culiivos anuales (maiz, tabaco y
tomate), cala de aziicar y frutales. Estos suelos se encuentran principalmente en la parte baja de la cuenca

delrio Hato. (28)

4.2.2.6. FLORA

En 1a partc alta de 1a cucnca, alcjada de las riberas del tio, existe un bosque mixto reportado por

Pensamienio ( 28 ). Este bosque mixto posce pino (Pinus oocarpa) y oncino (Quercus sp.) con un
. sotobosque constituido por nance (Birsonima crassifolia) y sare (Aeasia sp.). Este tipo de bosque cs usado
con fines enorgéticos do lefia y madera para construccion.

En éreas de potreros existen cspecics tipicas de la zona de vida del Monte Espinoso como brasll
(Hoemataxvlum brasileto), cavlote(Guazuma ulmifolia), gnayaba (Psidium_guaiaba), jocote tronador
(Spondias duicis) v vaje (Leucaena 8p.). En la parte baja y en la zona limitrofe de la parte alta y baja se
reportan otras especies de hoja ancha como: aguacate (Persea gmericana), cushin (Inga sp.), chico
. (Mantkara zapota) enire otras,

Pensamiento { 28 ) reporia que cxistc zapote (Pouteria sapota) formando una faja ¢n toda 1a ribera

del o Timiluya y del rio Hato.




4.2.2.7. ASPECTOS HISTORICOS DEL AREA

Paiz ( 27 ) menciona que &l medio geofisico del 4rea de estudio en la cuenca ded rio Hato, ha sido
aprovechada por grupos humanos desde mucho antes de la época Colonial. Estudios arqueocligicoa y
etnograficos sefialan que Pocom Mayas o Pokom, uno de los grupos més antiguos de l1a familia indigena
Mayense, poblaron el drea de San Agustin Acasaguastlin desde el periodo Clasico Tardio como en
Guaytan y en cl Postclisico de 1a cultura maya, como on cl Cimicnto (siglos TV al IX y del XTI al XVI de
1a Era cristiana). Adcmis, sc reporta la prosencia de una poblacion de habla Pipil durantc la primera parte
del sigho XV, creyéndoso que los Pipiles, un grupo indigena proveniente de la regién que sctualmente
ocupa México, conquistaron a los Pokom, prevaleciendo linglisticamente el Nahual Pipil. ( 21 )

Los espaiioles conquistaron ¢l Valle Medio del Motagua por ¢l aflo de 1530, formando muchos
pueblos donde previamente existfan comunidades indigenas y fundaron haciendas de ganado y cafiaks,
pero la mayoria sc dedicd al cultivo de granos, hortalizas y fintas. (21 )

Segin ¢l Dicclonario Geogrifico Nacionat ( 21 ), no s¢ conoce con exactitud 1a antigiedad del uso
del agua para ricgo, asl como l1a del cultivo 0 manipulacién de drboles frutales. Pero cn 1769 Cortca y
Larraz, y Fuentes y Guzmén, reportan agricultura cn cstas ticrras, mencionando como plantas principales:
“el oacao, pifiuelas, cocos, Zzapotos, plitanos, vainilla, zarzaparills, brasil y guayacan®.

Sin embargo, Paiz ( 27 ) menciona que los huertos de frutales pudicron originame mucho antes de
la época colonial, tanto por ser considerado un sistema nativo de uso del suclo y por lss referencias
cinogrificas del drea, asi como por la alta manipulacién de especics nativas actuakes que la literatura
scfiala, fucron objeto de manipulacion por Mayas.




4.2.3. REFERENCIAS DE ESTUDIOS REALIZADOS CON ELECTROFORESIS DE

ISOENZIMAS Y CARACTERIZACION DE ZAPOTES

Segin Ulrera v Martinez { 34 ), en el pais existe una diversidad de cultivares de zapote cuyas
diferencias cstriban en cara.clefcs muy facilmente observables. Entre estos caracteres podemos mencionar:
¢l tamafio del fruto, ¢l peso del fto completo, mesocarpio y semilla, grosor det epicarpio, época de inicio
y final de floracién y fructificacion, intervalo de ticmpo transcurrido entre la floracién y 1a cosecha, altura
del &rbol, largo, ancho y coloracidn dc Jas hojas y otros. Estos datos son tomados muy on cucnta cn las
carscterizaciones morfologicas o “in situ” realizadas en varios lugares, como en Chiquimulilla y
Guazacapin, cn Santa Rosa, agi como ¢l estudio realizado en el municipio de San Apustin Acasaguastlin,
El Progreso.

Por otra parte la caracterizacion puede ser también bioguimica, cuando se realiza con marcadores
moleculares (por cjemplo las isoenzimas), que proveen informacidn de las variaciones entre los individuos
del estudio. En este sentido Azwrdia y Bliss ( 2 ) realizaron un estudio del sistema reproductivo y

cstructura gendtica de Phaseolys coccineus, Phaseolus polvanthus y Phaseolus funatus en Guatcmala.

Aqui demostraron que la frecucncia de los enfrecruzamicentos ¢s muy variable y que no sicmpre sigucn un
patrén de aleatorizacién. En este estudio se tomaren semillas de un total de 13 poblaciones de especics de
Phaseolus, colectadas en enero de 1993, en ¢l centro y oeste de Guatemala, desde una altura de 1,400 a
2,500 metros sobre ¢l nivel del mar (ms.nm). Al menos 10 semillas de cada una de las muestras
colectadas, fueron cultivadas en invemadero y puestas en andlisis de electroforesis en geles al 10% de
almidon. Cinco enzimas (SKDH, 6GPDH, LAP2, ME, ACO) todas polimérficas, fucron usadas para 1a
cstimaciém de los sistemas de aparcamiento y fos parAmetros de estructura genética.

Los célcules de las tasas de cntrecruzamicnio multilocularcs (tm) fucron calculadas usando MLT,

un programa d¢ computacién, realizade por Ritland y Jain cn 1981. El genotipo maternal mis probable de
cada familia fue inferido por ¢f método de Brown y Allard (1970) y las tasas de entrecruzamiento fueron

cetimadas via método de Newton-Raphson. Se obtuvieron valores de heterozigocidad observada y
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heterozigocidad esperada (Hobs y Hesp, respectivamente) y los ihdices de ecstabilidad (F) fucron
calculados usando la férmula F = 1 - (Hobs/Hesp).

Los resultados de eatzs tres especies de frijol destacan en el hecho de que obhuvieron altas tasas de
entrecruzamicnto, y con ello una alta diversidad genética “intrapoblacional” (dentro de la poblacién),
aunque no lo fue “interpoblaciones™ (entre las poblaciones de las diferentes especies). Si existe una alta
tasa dc entrocruzamiento, los indices de estabilidad o fijacion (F), son bajos o incluso negativos.

Por otro lado en la Tala Barro Colorade, Panamé, Hamrick y Murawski ( 22 ) realizaron cstudios de
sistemas roproductivos en poblaciones de arboles tropicales. P(;r andlisis de aloenzimas para 16 capecics
lcﬁommwmqlwhcﬁxkibmiéndchwdadgméﬁcadehssiﬁmmdondcsecnlectéeatimu}'
relacionada con la estructura de los érganos reproductivos y sus sistemas de reproduccién, asi como los
mecanismos de dispersion de las semillas. Los arboles tropicales poseen en su inmensa mayoria un
gistema de¢ aparcamicnto mixio, con predominancia do enfrecruzamicnto. S6lo una cspecic de las 16
cstudindas: (Cavanillesie pianianifolia) cra autopolinizada.

Dentro de cstos estudios, Hamrick y Murawski ( 23 ), realizaron uno en Cefba pentandrg (familia
bombacaccac) en ¢l mismo lugar. Andlisia dc alocnzimas de los sistcmas de aparcamicnio mostraron gue
espocies polinizadas por murciélagos, presentan una mezcla de autopolinizacién y entrecruzamicnto, con
una tage de entrecruzamienio poblacional de 0.689. Los datos de arboles individuales se dan desde
completa autopolinizacién hasta completo entrecruzamiento.  El entrecruzamiento entre individuos
muestreados no fue al azar, posiblemente debido a la asincronia en los tiempos de floracion, 1a seleccion
del arbol que contenia el pélen y la no aleatorizacién de la conducta polinizadora de los mutci€lagos. Este
estudio reviste gran importancia ya que de agui fue obtenido un dato concreto de scparacién entre drboles
maternos o seleccionados. Do cstos frboles se recogié 1a semilla y de las plintulas que nacicron de csias
scmillas, sc reatizarom los andlisis de electroforesia. Los estudios de tasas de entrecruzamionto en #Arbolcs
tropicales estin basados on su gran mayoria en este tipo de estudios. En ambos estudios se usé ¢l programa
MLT de Ritland y Jain, el cual se describe de manera general a continuacién.




4.2.3. ASPECTOS SOBRE EIL,L PROGRAMA DE ESTIMACION MULTILOCULAR
MLT) |

Este programa fue realizado por Ritland { 29 ), del departamento de Botanica de la Universidad de

Toronto, Canadi. E! MLT esti basado en la estimacidn del entrecruzamiento multilocular elaborado por

Ritland y Jain (1981). Estc programa usa desde 1 a 10 loci (mds de 20 loci con redimensionamicnio).

Cada locus puedo tener de 2 a 3 alelos o incluso més, desde unas scric de datos de més de 20 loci. Mas de

100 familiss y 1000 individuos (incluyendo los genotipos parentales) pueden ser usados; ostas cifras

pueden también ser incrementadas por redimensionamiento y recompilacién del programa.
El programa simultincamente estima:
1) la tasa de entrecruzamiento multilocular de la poblacion (tm) por el método Newton-Raphson,
2) la tasa do entrecruzamicnio promedio poblacional de un simple locus (ts),
3) cl coeficiente de entrecruzamiento promedio de un locus gimple de los arboles madres (F),
4) las frecuencias alélicas del polen y évulo (p y 0) por el método de expectacion y maximizacion,
5) las varianzas dc las cantidadcs amriba mencionadas usando ¢l método de la trampa donde la progenic

ordenada (sin familias) es la unidad de remuestreo (500 trampas usadas).

El genotipo matemo puede o no puede ser conocido. Cuando no es conocido (el caso mids comiin),
el método de Brown y Allard os usado para inferir cl genotipo matemo mas adecuado de cada famiia. F)
tamafio de 1a familia puede ser de 8 minimo, aunque se puede con 5 a 6 también, si ¢l enfrecruzamiento es
menor de 0.5.

El programa encucitra ¢l dato “t” (tasa de entrecruzamiento) y ol dato “F" (cocficiento del
grootipo matcrnal promedio de un locus simplc), por of método dc Newion-Raphson y las frocucncias
genéticas pos ol método do ospera y maximizacién (E-M). (29 )
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El método de Newton-Raphson es usado para t y F debido a que es mis ripido y proporciona
valores estadisticamente vilidos, mucho mis grandes que 1.0 , mientras que el método E-M es mis lento,
pero seguro para encontrar los valores dificiles de 1a frecuencia de los genes de polen.

Semquicrench!Za&OKdemamﬁa,ximdncompﬂadoclpmgramaporeiMicmmﬁ&Bl
Fortran. Una estimacién de 4 loci y 400 individuos toma de 1 a 4 minutos con un coprocesador
matemitico en ¢l PC. Existc un scgundo programa suplementario, cl DATAGEN, quc produce una
generacidn artificial do datos. (29)

En Ia primers linoa se dan los nombres do los loci enlistados. Custro caracterce son dados por
bcus;mmbmmisgwﬂuﬁumanﬁadmybsupadumblmmmim«hduﬁhlmbrum
menores de 4 caracteres. Arriba de 20 loci pueden ser codificados en un archivo. (Sclamente més de 10
loci pueden ser usados para correr ¢f programa MLT), Los cédigos para los 6 genotipos de un locus tri-
alélico siendo los alelos Al, A2y A3 son:

AlAl=1; AlA2=2 ; A2A2=3 ; AlA3=4 ; A3A3=5; A2A3= 6 ; alelos perdidos = 0,

Siwnsolodosalchscndlocus,sedcbaﬁw&olammlco,1,2,3.Porcjenq)lolaﬁwmciadel
alelo A3 = 0.0. Las familias pucden ser agrupadas juntas. Un archivo con cuatro loci, donde la parentela
mmmaluoonocidasolnnentcenPGleﬂ)Henhfamiﬁnzynoesconooidomhsoh'ufamﬂin,pockia

verse, como s¢ muestra en el Cuadro 4.
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CUADRO 4. EJEMPLO DE COLOCACION DE DATOS DE FAMILIAS DE UN ALELO 4, EN EL

PROGRAMA “MLT” DE RITLAND Y JAIN. (29)

[ FAMILTAJENZTMA
FAMILIA 1
FAMILIA 1
FAMILIA 1
FAMILIA 1
FAMILIA 1
FAMILIA 1
FAMILIA 2
FAMILIA 2
FAMILIA 2

{A4 412}

-‘MO-‘-‘-‘UN&W@Wg'

FAMILIA 2
FAMILIA 3

- [_y a8l de este modo. |

om—--nnm-a—sumpmal
L Im
ddNMdth&-mmmml
-

Los nianeros que corresponden a cada familia, son los enlistados ¢n la parte supcrior. Por cjemplo,
para la familia 1 en la isoenzims PGI, ¢l némero es 6. Esto ntimero 6, comresponde al némero asignado al
genotipo A2A3 = 6. De esta forma se colocan los datos en este programa. Posteriormente el programa
cotre dichos datos y despliega los resulitados en la pantalla. Los resultados presentados son la tasa de

entrecruzamiento (tm), el indice de estabilidad (F) y otros, anteriormente mencionados.

4.2.5. ANALISIS DE LAS TASAS DE ENTRECRUZAMIENTO Y LA ESTRUCTURA

GENETICA DE POBLACIONES

Las tagas de cnirccruzamicnto multitocular (im) comfmmenic son valores més alios que las tasas do
entrecruzamiento unmilocular o de un locus simple (ts). Estas tasas dc ontrocruzamicnto, nos indican si una
plants ¢3 alégama o o2 sutdgams. Las tasas de entrecruzamionto multitocular (tm) al denotar valores alto,
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indican alto enirecruzamicnto, por lo que esto puede sugerir que ¢ una planta aldégama. Si el
enfrecruzamiento ¢s bajo, 1a planta serd autégama, cs decir, se autopoliniza. Segin Hamrick ( 22 ), una
taga de entrecruzamiento ¢s alta con valores de 0.88 a 1.08. Especies como Quargribea vy Trichilia poseen
alios valores, pudicndo indicar que pueden ser autoincompatibles.

Los wvalores bajos de entrecruzamicnto, no sdlo indican autopolinizacién, sino también
cntrecruzamicnto biparental o heterogeneidad cn las frecuencias alélicas del pokn entre los 4rboles
maternos. Con cf andlisis dc los valores dc cntrecruzamicnto multilocular y unilocular, sc pucde
determinar ¢l modelo reproductor més exacto del zapote.

Junto con los valores de las tasas de entrecruzamiento multilocular (tm %), sc obtiencn los valores
de la diversidad genética total (Ht), el valor de diversidad que existe dentro de las poblaciones (intra
poblacional, Hs), ¢l valor de 1a diversidad entre las poblaciones (inter poblacional, Dst), ¢l cocficiente do
Vmiﬂiéngméﬁca(ﬁsﬁ,yelradiodedivmﬁdadgméﬁcah:crchm poblacionat (Rst),

La diversidad genética total (HY), ¢s la suma de las diversilades intra poblacional c inter
poblacional (Ht = Hs + Dst). Estos valores sc analizan de Ia siguicntc manera:

a) Con una tasa do ontrecruzamiento multilocular alta (tm alto), la diversidad gemética total y Ia
diversidad genética intra poblacional son alias; la variacién inter poblacional tendré un valor baja,
junto con los valores del coeficiente de diversidad genética (Gst), la diferenciacién absohita genética
(Dm) v el radio de diversidad genética inter ¢ intra poblacional (Rat).

b) Con una tasa de entrecruzamicnto multilocular baja (tm bajo), ccurre a 1a inversa, la diversidad
gendtica tolal y la diversidad infra poblacional tendrin valores bajos, y la diversidad gendtica
interpoblacional scrd alta, junto con los ofros parimetros mencionados ¢n ¢l inciso anterior gue
posccrin también valores altos. '

Hamrick ( 23 ) indice que los tboles tropicales poseen una alia variacién inter (entre pobiaciones)

¢ intra poblacional (denfro de poblaciones), con un gran movimiento o flujo de genss. Muchos estudios
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han demostrado que las especies autopolinizadas poseen bajos niveles de variacién “intrapoblacional™. Las
especies que tienen poco movimiento genético también tienen menos diversidad a nivel de especies y es
mas grande su proporcion de diversidad genética “interpoblacional”.

En especies que poscen entrecruzamicnto existe un potencial mis grande d¢ movimienio de gencs
qQue las especies autopolinizadas y estin tipicamente caracterizadas por una alta cantidad de especies y
diversidad “intrapoblacional”, asi come poca cantidad de diversidad “inter poblacional”, incluso entre las
subdivisiones de dicha poblacién.

La variscién intrapoblacional s¢ determina con la proporcion de loci polimérficos, los nimeros
cxactosdealelosporlocusyladiwmidadgméﬁcasebasaenlasexpecta&vasdclabyde}hrdy—
Weinberg. La diversidad genética inter poblacional se determina por los calculos de distancia de Nei.

Azardia y Bliss ( 2 ) indican que la interpretacién de la variacion interpoblacional es dificil
pudiéndose deber a las diferencias genéticas o ambientales entre las poblaciones.

Con los valores de heterozigosidad esperada (Hexp) y heterozigosidad observada (Hobs) de las
familiag en estudio pucds ser calculado el indice de estabilidad ( F ), el cual se determina con Ia férmula :
F = 1 - (Hobs/Hexp); cstc indice cstd muy relacionado a la teoria del equilibrio de Hardy-Weinberg,

Cuando Jos valores de heterozigosidad observada (Hobs) son mayores que los do Haterozigosidad
esperada (Hexp) [Hobs > Hexp], entonces exigsic una hetorozigosidad alta en las plantas. Un indice de
estabilidsd (F) positivo y grande, corresponds a tasss do entrecruzamiento multilocular bajas (tm bajos), o
vicoversa, Deiaxﬂmmmindkedeeﬂabﬂidadnegaﬁwﬁ-}hxdiudtqm&mzmﬁmm(mdm).

Los valores ncgativos de F son asociados con apareamientos disorfativos y la seleccidn de
heterazigotos favorecidos; de esta forma, los valores de F, varian significativamente desde cero (0), el cual
cs o valor dc F csperado bajo condicioncs de cquilibrio de Hardy-Weinberg. Los valores de
hetcrozigosidad debajo do Sos miveles caporados indican una dosviacién del apercamicnto alatorio,
mientras que Ins tasas do ontrecruzamienio debajo de la umidad ( menores que 1 ), implican una

imperfoccidn en ¢l mecanismo de entrecruzamiento. Todos loe anteriores valoros mengionados nos
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ayudan a determinar ¢l sistema reproductor del zapote a partir del andlisis de los marcadores
isoenziméticos; con estos valores y su respectivo andlisis se obtiene la estructura genética poblacional de

una especie en estudio.

Segin Villee ( 35 ) un alelo (del griego alfelon: de otro), es cualquiera de un grupo de formas
alternantes de un gen que pueden encontrarse en un punto dado (locus) sobre un cromosoma. En el caso
de los zimogramas, los alelos estdn representados por bandas, en un “locus™ que se encuentra a cierta
distancia del punto original o distancia 0 cm. Azurdia (9 ) y Nufio ( 30 ) presentan los patrones de bandas
electroforéticos para el zapote, los cuales se muestran en el Anexo 6 (y Figura 11), y sirven para aclarar la
idea de las bandas (alelos) y el lugar que ocupan (locus).

Se le denomina loci, al plural de locus, o sea, un conjunto de locus. En los zimogramas los loci,
pertenecen al conjunto de bandas que posee una isoenzima en su patrén. Por ejemplo en el Anexo 8, se
denota el conjunto de tres bandas que tiene la estera;sa (EST) y dos bandas que tiene la enzima ADH.

Las diferentes frecuencias alélicas de cada familia se refieren al nimero de veces que se repiten
los alelos en los individuos a ser estudiados; estas frecuencias son presentadas como porcentajes de
frecuencias para cada alelo. Con estos porcentajes se indica entonces la frecuencia con que un alelo (o una
banda) aparece en cada familia, en porcentaje del total de bandas o alelos. Por ejemplo, la enzima SKDH
(écido shikimico deshidrogenasa), posee tres alelos: alelo 100, alelo 102 y alelo 103. Si asignaramos un
valor de 47% de frecuencia al alelo 103, 45% de frecuencia al alelo 102 y de 8% de frecuencia al alelo
100, tendrfamos una sumatoria de frecuencia total de 100%. Este es el caso del frijol silvestre, en el

estudio realizado por Azurdia y Bliss ( 2 ), en Phaseolus polyanthus.
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5. OBJETIVOS

| 5.1. OBJETIVO GENERAL

5.1.1.1dentificar el sistema reproductivo y la estructura genética de la poblacién de Powseria sapota de la

parte alta de la cuenca del rfo Hato, municipio de San Agustin Acasaguastlan, E! Progreso.
5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1.Determinar las tasas de entrecruzamiento multilocular y unilocular de las poblaciones de zapote (tm
y ts, respectivamente), asf como el modelo reproductor mas exacto (alégamo o autégamo) para dicha

especie.

5.2.2.Determinar la diversidad genética existente entre poblaciones y dentro de la poblacién de zapote
(Pouteria sapota), mediante los componentes de diversidad pgenética (heterozigosidades y

diversidad inter e intra poblacional) del 4rea de estudio.
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6 HIPOTESIS

6.1 anom(ﬂg;mw(]mq.)aneSwm)umphnhcmﬁltuMdemb
alfgamo, ya que es una especie arbérea con flores perfecias.

6.2 Ethmﬂawﬂadﬂnh&ambhcimﬂmhpoﬂadﬁncmﬁvadadehmm en la parte
alta de la cucnca del rio Hato, San Agustin Acasaguastlin.
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7. METODOLOGIA

7.1. ANTECEDENTES Y UBICACION DEL ARFA DE ESTUDIO

El presente estudio es parte del proyecto de Frutales Tropicales: “Parte I Sapoticeas™, y fue
mﬁzadomlapoblaci&ndezapotesdelacuencadclﬁo}{ato,chanAgustinAcasaguasﬂén.

[.acumcadclﬁoﬂatoposcemsucauceércasirﬁgadasynahualmcﬂﬁvadasconzapom. Esta
&eaumma&aubicadameldepartamentodeElegmo,alestedeGuatamh,cnelmunicipioSan
Aguetin Acasaguastlin (Figura 4 y Figura 5). La parte alta de Ia cuenca del rio Hato, posee una
extension dc 8 Km?; dicha drca comprende sélamente los lngares en donde se encuentran ios &rboles de
zapoto scleccionados para c! anilisis isocnzimatico.

En la cucnca dei rio Hato s rcalizaron dos caracterizaciones: la agromorfolégica y {a bioguimica;
para csta Ultima caracterizacién se usaron marcadores iscenziméticos (Azurdia et. al. (10) ). La
cmhﬁwﬁnagmmfuﬁ@uﬁwmﬁn&mma@oﬁmbnﬁdnﬁsmow&m,ymtﬂhrﬂ
presente ostudio. Endpmcmeesmdiosemfmasélmnmtchcaractcﬁzaciénbhquhnica,pemtmmm
cuenta en la discusion de resultados, el estudio de la caracterizacidn agromorfologica. Al realizarse el
estudio de caracterizacion morfolégica de Pouteria sapola en la cuenca del rio Hato, Azurdia ef, al, (10)
scott Ias bases para la realizacidn del estudio de caracterizacion bioquimica usando marcadores
isoenzimiticos. Ambashwcsﬂgac#mcswnpamdcmscﬁcdcsubproyccmsdclmyccmdcsm
do la Facultad d¢ Agronomis y del Instituto Intsrnacional do Rocursos Fitogenéticos (IPGRI). Do csta
forma fueron muestrados en el ostudio do caracterizacién morfolégica, los lugares que poseian zapote
(Pouteria sapota) a lo largo de 1a cuenca del ric Hato y sus rfoe afluentes Timiluya, Aguahiel y Hato; ge
dividiﬁlapohhcidndozapotesenlapohlacifmdelapaﬂcaltaylapoblaciéndchpmbajadelacma;
eutadivisi&nnercalizémbaseacﬁtoriogeogréﬁoo.FueronaeioccionadosSOérbolesalolamodctodah
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cuenca. La mitad de estos arboles corresponden a a paric alta y la otra mitad corresponden a la parte baja
de la cuenca. La parte alta posce los zapotes identificados con los nimeros del PRO-41 al PRO-78,
incluyendo PRO-23 y PRO-25; (PRO significa El Progreso). Estos arboles estin separados uno del otro
aproximadamente por 200 metros. Este criterio de distanciamicnto fue tomado del estudio realizado por

Hamrick (22, 23), ¢n la Isla Barro Colorado en Panama en Cejba pentandra , donde tomd como <istancia

promedio 100 metros entre arboles.

El mitc natural entre 1a partc alta y la partc baja dec 1a cucnca, sc encucntra cn la unidn de los rios
Timiluya y Aguahiel, que proviencn de la parte alta del irea de estudio. En noviembre y diciembre deo
1996, sc realizb una caracterizacion agromorfolégica de los zapotes, colectando de cada érbol madre, 10
frutos con sus semillas, las cuales servirfan luego para el estudio de caracterizacién bioguimica y tasas de
enfrecruzamiento al cual nos referimos en csta investigacidn. Estas semillas fueron colocadss en
semilleros ¢laborados con una mezcla de arena y tierra negra. Los semilleros mo tuvieron ninghn
tratamicnto especial mis que cl riego constante y el control de insectos; cuando germinaron lss plantas
fucron posicriorments trasplaniadas a bolsas de polictileno ncgro.  Esios semilleros fucron realizados en la
Unidad Docente Sabana Grande, Escuintla, finca de la Facultad dc Agronomia,

De cada arbol seleccionado (al cual se ol Hamé irbol materno o “entrada” - que os el individuo con
el genotipo matemo-), fueron tomados 10 individuos (lamados generacién filial 1 o F1), y al conjunto de
rboles hijos de cada &rbol materno, se les denominé familia.

El total de individuos de la F1 para la parte alta es de 400 plantas aproximadamenie, del total de 40
entradas o drboles madres, pertenecientes a la parte alta (Figura 6).

Los individuos de 1a F1, fueron flevados al campus central de la USAC, para ser analizados en
laboratorio por ¢l método do clectroforesis con geles de poliacrilamida al 12% (Ver Anexo 4).

S¢ cvaluaron con dichos individuos 4 sistemas enziméticos : a) ESTERASA b) ALCOHOL

DESHIDROGENASA  ¢) ACIDO SHIKIMICO DESHIDROGENASAY d) PEROXIDASA. -




r4

s Rio Hato

~— Curvas a nivel (en metros sobre el nivel del mar m.s.n.m, )}
. Arbol de zapote,

Distribucién de los &boles dcnpowm:mm(hcg.)swm Moare) cn
la parte alta de la cuenca del rio Hato, con referencia altitudinal y longitud
horlzontal. '
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72. COLECTAY TRANSPORTE DE LA MUESTRA

La metodologia del proceso de clectroforesis con marcadores isocnzimaticos para zapotcs, fue
tomada de las investigaciones realizadas por Nufio { 26 ). Esta metodologia sigue los siguienics pasos:
Cada treinta dias fucron trasladadas 10 familias de zapote (100 plantas, provenientes de 10 plantas con
genotipo materno), de la finca Sabana Grande, Escuintla, al invemadero de vidrio de la Facultad de
Agronomia, USAc; campus central.  Las familias de la parte alta de 1a cuenca del rio Hato, que fucron
analizadas por clectroforcsia corresponden a los nimeros PRO-41 a PRO-78, incluyendo PRO-23 y PRO-
28. | |

Se usaron brotes tiemos, los que s¢ traneportaban al lsboratorio en frascos de cristal debidamente
identificados. Para evitar 1a pérdida de humedad de las muestras, se cortaban inmediatamente cn pequeiios

. fragmentos, los cuales servian para 1a obiencion del extracto vegetal. En otro caso, se mantenian en un

congelador o hiclera, para mantener 1a targencia de 1as hojas cortadas.

7.3. OBTENCION DEL EXTRACTO VEGETAL ( muestra)

Se tomaron de 1.0 a 1.5 mg de hoja tiema recién cortada y se homogenizaron con 850 microlitros

de buffer de extraccion en mortero frio. El Buffer de extraccion fue ol siguiente:

01MTrs-HCL pH 7.5 .oeveionnneme 15mL
Tritdn X-100 e 2%

. Polyvinylpolypymiidone  ..eeoeeenereceenrerereen, 5%

’ SUCTOS8 UNIAPUIA  ceovvereeesrerevresevsesessesssessasssmesons 5%

. 2 - Mercaptoetanol  .......ccccnncreceeccrnarne 2%

* So agrogan al momento de ser usado ol Buffer. También se agrega 1 mg de Bromofenol a cada

10 ml do Buffer el que indicars el frente durante la corrida electroforética ( 30 ).
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Cadamuesn'avegstalwmaceréhaatafonnar.lmexh'actoliquidoysctrasladéa‘unmbodc

reaccidn fifo debidamente identificado, ¢l cual se centrifug durante 10 a 15 minutos a bajas temperaturas.
i Posteriormente, s¢ toman 350 microlitros del sobrenadante de la muestra, el cual se traslada a otro tubo de
|  reaccion en fifo, al cual previamente s le aftade SO microlitros de glicerina con la finalidad de agregar
peso a la mnesira. Al Hegar a csta fase, las mucsiras estin listas para dar inicio a 1a ¢lectroforesis. Estas

mucstras podran maniencrse en congelacion hasta tres dias maximo.

7.4, PREPARACION DE LAS GELES DE POLIACRILAMIDA
Elsihmaqmscuﬁlizﬁﬁwunliﬂtemadinoonﬁnuo,cmmistememumgeldemuluciénallmde
acrilamida v una gel de concentracidn al 4% de acrilamida; esta gel fue preparada segim ia metodologia de
Chrambach y Rodbard (1971), citados por Nufio { 30 ); esta gel posee una modificacién, que consisic en
uns tercera gel con un pH de 8.3. La electroforesis se efectd en una dimensién siguiendo ¢l método de

Laemmli (1970) pero sin la adicién de Duodecilsulfato de Sodio (SDS). Las soluciones madres para la

preparacion de las geles y amortiguadores sc presentan cn ¢l Ancxo 1.

7.8, CARGADO DE LAS MUESTRAS

Cuando el aparato de eloctroforesia tiene colocadas las geles de concentracidn ya polimerizadag, se
procede a afiadir o Buffer de Electrodo fifo. Inmediatamente después se depositan entre 40 a 100
microlitros del extracto vegetal en cada pozo de la gel cuya dimensidn es 20 x 16 cm. Esto se realiza con

una micropipeta de 20 microlitros.

7.6. REALIZACION DE LA CORRIDA ELECTROFORETICA
La cotrida clectroforética sc realiza dentro de un ambicntc totalmentc frio. El aparato de
clectroforesis (PROTEAN 1), so coloca dentro de un refrigerador a -4°C. Ademdés, a ésto aparato sc lo

L
H
i
H
i
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conecta un sistema de recirculacion de agua fria. Se realiza Ia comda electroforética haciendo uso de una

cargaclécﬁicadelﬂﬂvolﬁosdurantt4horaspmvexﬂcntc de una fuente de poder.

7.7. TINCION Y REVELACION DE ENZIMAS

Durante el transcurso de 1a comrida, se procede a pesar y medir los reactivos para tediir dos enzimas,
debido a que s6lo sc comren dos gelcs en cada ensayo. Inmediatamenic después de finalizarse ¢l iempo de
comrids, sc procede a apagar la fucnte de poder y cl recirculador, y sc scparan las geles en forma
gimultknes. Seguidamente so diluyon los reactivos para formar el colorante especifico para la enzima que
se quicre revelar. Para identificar la posicion u ordon do las mucsiras se lIe hace a la gel un coric en Ia
esquina inferior izquierda. En la tincién se¢ usan 50 mL de la solucién de 1a isoenzima para cada pel (Ver

Anexo 4).

7.8. SISTEMAS ENZIMATICOS QUE SE EVALUAN
108 sistemas enziméticos propucstos a ser cstudiados por su polimorfismo fueron;
* ESTERASA (EST)
* ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH)
* ACIDO SHIKIMICO DESHIDROGENASA (SKDH)
* PEROXIDASA (PER)
. Se usd la metodologia de Vallejos (1983) y Stuber ¢t. 8l (1988), citados por Nufio (30), en las 40
| familias a cstudiar. Las soluciones reveladoras de estas cnzimas so describen en el Aniexo 2.
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7.9. CALCULOS DE LOS SISTEMAS DE APAREAMIENTO

El célculo de la tasa de entrecruzamiento multilocular (tm) fue realizado usando el programa MLT,

ehboradoporRiﬂmd(29),mpmmquecstébmduenelmodclumlﬂﬁloclﬂardeRitléndy.lain
(1981). Los supucstos cstadisticos para la determinacidn de 1a tasa de entrecruzamiento de este programa
estén referidos en la seccion 4.2.4, en Aspectos sobre el Programa de Estimacién Multilocutar (MLT). El
genotipo materno més probable de cada familia fué inferido por ¢l método de Brown y Allard (1970) y ol
vdordemlmcmumim:oﬁmu&madﬁporclm&todoNcwm-Rnphm.

El ajuste més adecuado al modelo de aparcamiento mixto fue evaluado por una prueba de Chi-
cuadrado. Tmhiénﬁmm#dculadmhsvnlomdelwkmcigoﬁdadnbsewadaymmdc
heterocigosidad esperada (H observada y H eaperada, respectivamente). Estos valores fueron calculados
también con ¢l programa MLT, Los indices de estabilidad (F) que fucron calculados manualmente usando
Ia formula

F = 1 - ( Hobservadas / Hesperadas ).

El indice de cstabilidad (F) sc reficre a la eatabilidad que ticne un gen en no variar en ¢l ticmpo al
entrocruzame, Para csto es importante tener prosento la loy de Hardy-Weinberg, la cual es citada por
Vilkee ( 35 ). Esta loy cstd basada on la siguiente férmula: p* + 2pq + o2 = 1.

7.10. ANALISIS DE DIVERSIDAD GENETICA

Seo usaron las estadisticas de distancias de diversidad genética de Nei (1973), modiante ¢l programa
NDD (Nei's Diversity Distance), para medir el total de diversidad genética (Ht) de los datos de
isocnzimas, asi como las diferencias intra (Hs) ¢ inter poblacionales (Dst). Las distancias de Nei (D)
fucron usadas para computar las distancias del par gonctico discreto. Un dendrograma fue construido a

‘ partic de la distancia genética usando el método de los grupos do pares descargados, elaborado por Snosth
¥ Sokal (1573), mencionados por Nufio { 30 ) y Hamrick ( 25 ).
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En ¢l Anexo 5 se presentan 1as entradas y salidas del programa de Estimaciéon Multilocular (MLT),
asi como el de Diversidad de Nei (NDD).




8. RESULTADOS

8.1. ENZIMAS POLIMORFICAS

Se estudiaron cuatro isoenzimas previamente evaluadas y consideradas como polimérficas (SKDH,
ADH, PRX y EST); sin embargo, solamente dos produjeron resultados consistentes y ficilmente
interpretables desde el punto de vista genético. Para el caso de la Esterasa (EST), dos loci fueron
expresados; estos loci fueron EST 1 y EST 2, cuyos nombres fueron designados de acuerdo a su posicién
relativa cn la gel, on donde ¢l nGmero més bajo corresponde al locus més cercano a la regién anodal (<)
(Ver figuras 7,9y 11). Los alclos dontro de los loct fueron designados de la misma manera.

Segin Azurdia ( 10 ) la Estcrasa ¢s una enzima polimérfica que produce nucve bandas altamentc
reproducibles. 9in embargo, su interpretacion gendtice s dificil. Los resultados mostrados cn 1a Figura 11
indican quo on la regién més catodal existon dos genes, cada uno de ellos con dos alelos. Tanksley y Rick
(1980), West y Garber (1967), mencionados por Azurdia ( 10 ), reportan resultados similares, indicando
que la csicrasa es una enzima monomérica con dos alelos, en tomate y frijol comiin, respectivamenie.

La enzma SKDH (Acido shikimico deshidrogenasa), cs una enzima monomérica con tres alelos
(Ver Figuras 8,10 y 11). Dichos alelos, en forma de bandas muestran alta resolucion y consistencia. El
control genético de esta isoenzima ha sido mostrado en muchos cultives como tomate, chile y petunia, en
estudios de varios autores como Tanskley, Mcleod y Wijsman ( 10),

Los otros dos sistemas isoemzimdticos: PRX (Peroxidasa) y ADH (Alcohol deshidrogenasa), no
fucron consistentes. La inconsistencia se debe a que al menos una de las bandas que posee un alelo
determinado debe aparecer en todos los individuos, indicando que al menos existe un locus o banda en &l
alelo para esa familia (Figura 11). En el anilisis isoenzimético de este sistema no aparecen algunas bandas.

Debido a la inconsistencia en PRX y ADH, se decidid usar solamente las isoenzimas SKDH y EST

para los andlisis ¢stadisticos.
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Figura 7. Enﬁm&m(;igﬂdczﬂpcm(&umlgm[q) de 1a partc baja y alta de 1a cucnca
del rio Hato, Dicha enzima fue ensayada en una gel de poliacrilamida, Se observan dos

loct isoenziméticon con dos alelos en cada uno.

Figura 8. Enzima Acido Shikimico Deshidrogenasa (SKIDH) de zapote (Pouteria 3apota). Dichs
¢l de poliacrilamida, mostrando un locus con ipes alolos.

enzima fue ensayada oen
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Figura 11. Bandas do los alclos mostrados por las corridas do clectroforesis para cuatro siste-
mas isoenzimdticos (EST, SKDH, ADH, PRX). S¢c muestra 1a regién catodal { + )
y anodal ( - ), asf como los nombres dados a los alelos en EST y SKDH, para los
anilisis de este estudio. ‘
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8.2. TASASDE ENTRECRUZAMIENTO
Yas tasas de enirecruzamiento estimadas para las 40 familias de la poblacién de la parte alta,
utilizando el programa MLT, fueron de 0.81 para la 1asa de entrecruzamiento multilocular (&) y de 0.79
para la tasa de entrecruzamiento unilocular (), respectivamente. (Cuadro 5)
Ambos son valores de enirecruzamiento altos, segin Hamrick ( 23 ). Un valor bajo de
entrecruzamicnto va de 0.5 hasta 0, indicando autopolinizacion ¢ “inbreeding” (consanguinidad).
La cstimacién realizada con ¢ método multilocular cs mis alta quo la obterida por o método
m (m>&);mmmdtadmcomuerdmwnom=smdiosmaﬁadoumbNtnnde
entrecruzamiento (Azurdia ( 2 )). Estos valores altos indican que la especie Pouteria sqpota poses un

sistema reproductor de tipo alégamo, debido a su alta tasa de entrecruzamiento.

Por ofra parte, comparaciones de las tasas de entrecruzamiento obtenidas por ¢l método de varios
loci (multilocular) y el de un sélo locus (unilocular) han sido utilizadas para realizar cstudios dc
“inbreeding” (cndogamia o consanguinidad), y también para csidios de autocruzamicnto.

En csta investigacibn la tasa de consanguinidad o “inbreeding” cstimada mediantc ¢l
procedimiento multilocular fue de 19% (=1 - 0.81, d;l tm), contrastando con un 21.3% (=1 - 0.79, del
ts) estimado mediante ¢l método unilocular. Debido a que los datos obtenidos por ol método unilocular
estin inflnenciados por alghn tipo de autocruzamiento, la diferencia en magnitud entre log datos obtenidos
por los métodos unilocular y multilocular, pueden deberse a cruzamientos consaguineos,

La diferencia entre im y &z es pequefia ( 0.041 ). Esto implica, seglin Hamrick { 23 ), que no existc

endogamia biparental.
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CUADRO 5. Datos de las tasas de entrecruzamiento () mediante el método muitilocular y unilocutar,

para tres genes, en la poblicién de Pouteria sapota de la parfe alta del ro Hato, San Agustin

Acasaguastlan, El Progreso, Guatemala.

. ) DFERINCW ENTRE LAG TASA DR "NEHEEDANG™ TASA DE "WEFEEINT"
[ s saned v mormonzuned e | eowmanoo | eowwaroa |
{m) {ts) (m-i5)
651 076 0013 % % 7y 0

Por otro lado, antcs de obicnerse los resultados mostrados en ¢l cuadro anterior, nada habia sido

reportado sobre polinizacién o polinizadores en Pouteria sapota. Azurdia (10 } indica que las flores de F.

gapota son bisexuales y tienen un estilo usualmente excerto tanto en el estado de yema como de flor, lo
cual puede promover la polinizacién abierta, siendo probablemente los insectos de cortas distancias de
vaelo, log polinizadores mis comunes. Esto cs apoyado por Hamsick (23) en el estudio realizado en
PMM&&GMdema&nﬂmesmpoﬁcimesydondelmﬂmdcmﬂmmnﬁnw
obscrvadas cran debidas a factores como: a) competicion por polen; b) seleccién del arbol madre entre los
donadores de polen; c) depresién debido a “inbreeding”; d) grado de esterilidad en el autocruzamiento y ¢)
“xenogamia facultativa”®, en la cual la autogamia ocurre cn auscncia de polinizadores,

Hamrick { 22 ) ha reportado que la densidad cn planias con flores es un factor importanic que
dotermina 1a tasa do entrecruzamiento en especies arboreas, principalmenic en el bosque tropical lluvioso.
Por cjemplo, en plantas como Canavallia, Ceiba y Quarabea en el bosque tropical Huvioso de Panama, las
tasas de entrecruzamiento cstin efectivamente asociadas con 1a densidad de los drboles en floracion.

En este estudio no estd completamente claro porqué en la poblacién de la parte alta de la cuenca en
donde 1a densidad es de 92 srboles por Hectirea, (seghn Paiz (27) ), 1a tasa de entrecruzamiento obienida
ca de 0.81, micniras que en la parte baja, Azurdia ( 10 ) encontré que la tasa de entrecruzamiento fue
mayor, sicndo csta de 0.867, con una densidad do 65 arbolea/Ha, menor que fa de 1a paric alta. No cxision

tazones obvias para osi¢ comportamiento; sin embargo, una explicacién probable podria ser ol ofocto de
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los factores ambicntales, como ¢l microhabitat y la disponibilidad de polinizadores. Con esto, nucsira
hipdiesis es aprobada, al ser el zapote una especic con sistema reproductivo alégamo, poseyendo flores
perfectas con tipo de polinizacion abierta.

El genotipo maternal mis exaclo que presentan las 40 entradas o arboles madres de zapote se
muesiran en el Anexo 8.  Dicho genotipo matemal fue calculado ¢n base a las frecuencias alélicas
proporcionadas al programa MLT. En este ancxo s¢ pucde obscrvar que ¢l genotipo maternal 222, cs cl
mis predominantc de todos los genotipos maternales con un 32.5 % de frecuencia para Ios zapotes de la

‘ parte alta de la cuenca, seguido por ¢l genotipo 221 con 22.5%.

8.3. ESTRUCTURA GENETICA DE LAS POBLACIONES

Segin Azurdia ( 2, 10 ) la estructura genética de las poblaciones es determinada en gran manera
por ¢l gistema de enu'ccmzammlo de la especic. Dicha estructura genética es expresada como la
diversidad genética debido a las frecuencias alélicas de los diferentes loci polimérficos, la asociacion
genotipica cnre los diferemics loci y la diferenciacion genética entre las poblacioncs (Cuadro 6). De
acucrdo a esto, la poblacién de 1a parte alta, con una tasa de entrecruzamicnto del 81 % (0.810), reportd
una alta diversidad genética tanto en los loci polimérficos (Ht), asi como en la diversidad genétion dentro
do las subpoblaciones (Ha), y por otro lado, baja diversidad genética entre subpoblaciones (Dut). Este
comportamicnto ya ¢s reportado en otros estudios (Hamrick (22) y Azxrdia (10).

Hamrick ( 23 ) menciona que dichos resullados estin en concordancia con el conocimiento general
accrca del papel jugado por el sistema de entrecruzamiento como clemento ecologico determinante de la
estructura genética de las poblaciones. Este principio indica que el entrecruzamicato reduce 1a subdivision
dc . la poblacion y refucrza cl movimicnio del polken, dando como resultado ol incremento cn la
probabilidad dc que ¢l polen alcance mayor longitud cn su dispersién; osca, los alclos son compartidos
mis ampliamente dentro de una misma poblacion, impidiendo que se formen otras poblaciones
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genéticamente distintag. Por tanto, con el enirecruzamiento se previene la diferenciacion de las

poblaciones.

CUADRO 6. Tasas de enfrecruzamiento promedio (im) y componenies de diversidad de Nei en la

poblacién de Pouteria sapota de la parte alta de la cuenca del rio Hato, San Agustin Acasaguastlan,

tm (%) Ht Hs Dst Gst Dm Rst

81 0.51 0.44 0.06 0.12 0.06 0.13

Ht = diversidad genética total do los loci polimérficos; Hs = diversidad genética promedio entre familias;
Dst = diversidad genética total entre familias; Gts = coeficionte de diferenciacién gendtica;
Dm = diferenciacidn genética absoluta; Rst = relacién diversidad genética interpoblacional y diversidad

gendética intrapoblacional.

Azurdia y Bliss { 2 ) indican que la estructura genética de las poblaciones puede ser influenciado
por uno o 1a interaccién de cstos factorcs: a) el tamafio de 1a poblacidn; b) el comportamicnto de los
polinizadorca (ya scan inscctos, cl viento, ¢l agua, ¢1c.); c) la flor, cn su estructura floral y/o en su arvoglo
floraly ) la densidad de la poblacitn, entre las mas importanies.

Es ampliamente reconocido que en plantas cultivadas, los cursos de la evolucién de los sistemas de
apareamiento van desde el enirecruzamiento en poblaciones silvestres, hasta las poblaciones cultivadas por
¢l hombre que se autopolinizan.

Las frecuencias genéticas promedio de los loci son datos que nos ayudan a calcular las tasas de
enfrecruzamiento, por medio del programa MLT. Estas se muestran para los 7 loci cstudiados en el
Cuadro 7.
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CUADRO 7. Frecuencia genética de los loci en la poblacidn de zapote (Pouteria sapota), de la parte aita

de 1a cuenca del rio Hato, San Agustin Acasaguastiin, El Progreso.

LOCUS FRECUENICA GENETICA

. 0.366

0.464

0.170

0.537

0.463

0.536

0.464

Estos resnltados muestran que existe una gran proporcionalidad en la presencia de ambos alelos de
1a Bsterasa (BST1 y EST2) y sus cuatro alelos, ya que se estiman ¢n un 50% cada uno, aproximadamente.
En cambio on la cnzima SKDH, los alelos poscen diferenies proporciones entre clios. La mayor
frecuencia alélica para esta enzima es SKDH2, con 0.464 y 1a menor ¢s SKDH 3 con 0.170, pudiéndosc

inferirse 8 SKDH 3 como un homocigoto recesivo del par genético.

wumdclmmrudm&@m&m%olumMWmMn
caracteres morfolégicos (Figura 12) y el dendrograma constituido por todas las familias basado en datos
isocnzimaticos (Figura 13), se observa una gran diferencia de relacién entre los individuos.

Basados en esta informacién, podemos observar que las relaciones dentro de los dendrogramas no
coinciden. Esto es debido a que los caraciercs morfolégicos estin basados en las caractoristicas
fenotipicas de los frutos de los arboles madres. Dichos caracteres fenotipicos estin influenciados por el
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Figura 12. Dendrograma isocazimitico quo mucstra los parcntescos catre los srboles madre do
zapote (Pouteria sapota) de 1a parte alta de 1a cuenca del rio Hato, Esie

ma fue construido usando datos isoenzimiticos desplegados por el programa do
Estimacién Multilocular MLT),
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genotipo y el ambiente (Fenotipo = Genotipo + Ambiente). En cambio, los caracteres isoenzimiticos son
propiamente genéticos, loa cuales na estin modificados en ningin momento por ¢l ambiente.
Por gjemplo, en el dendrograma elaborado con los datos isoenzimaticos, el arbol madre No. 46 esti

separado por una distancia de casi dos unidades del grupo que contienc a los otros 39 irboles madres de
estc catudio. Sin embargo, en el dendrograma agromorfologico, el rbol No. 46, estd ligado a un buen
grupo de drboles en una distancia, ques cs la mitad do la distancia total que presenta cstc dendrograma (Ver
figuras 12 y 13).

Otro ejemplo, ¢s que los pares muy estrechamente cercanos en ¢l dendrograma agromorfolégico
mohlﬁboluNo.GTyNo.78,noﬁténmﬁdosmeldmdrogrmmiwenzimiﬁm,nisiqui@raenel
ml.mnampo Esto aumenta la evidencia de que los caracteres agromorfolégicos dificren de los

Otro tipo de informacién valiosa que produce ¢l dendrograma isoenzimatico se refiere a la relacién
existenic entre lag distancias genéticas que existen entre algunos 4rboles madres y las distancias con que
ostin scparadas cn <l campo. Por cjemplo, los &rboles No. 68 y No. 61, ticnen una distancia genética de
0.001,diﬂmchgnnéﬁcanmyomhmcompuaciéncmhnmymdisﬁnchgméﬁcaqmpomd&bd
No. 46, que es do 0.413 (Ver figura 13). Sin embargo, en el campo ol arbol No. 68 se encuentra en la
subcuonca dal o Timiluya y el érbol No. 61 en la subcuenca del rio Hato (Ver Ancxo 3). Ambos irboles
eatén scparados en el campo, por un poco menos de 2 Km.

Contrastando con eato, los arboles No. 41 y No. 66 estin separados por aproximadamente 200
metros ea ¢l campo; sin embargo, en el dendrograma isoenzimitico se encuentran cn dos nicleos
dfenntegmmwmamdhm;enéﬁcadeﬂ.m;ummm%dehmm
total para las familias de 1a parte alta de la cuenca del rio Hato (Ver figura 13 y Ancxo 3).
Aiﬁcionahnmte,cncldcndmgrmnagrmnorfolégico,cstosirbnlcu(4ly66),semwmmuparadoum
Wougrupm,yuunmhaﬂamdiatmiadul.DO,queeslamitaddehdiutnminmtdpmhsw
famitise de este dendrograma (Ver figura 12).
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Por tanio no existc una subdivision de la poblacion de zapote cn ninguno dc citos doe
dendrogramas, existiendo una sola poblacién en 1a parte alta de 1a cuenca del rio Hato. Hamrick ( 23 )
indica en su estudio, que la distribucion de la diversidad genética entre los silios de colecta esta aliamente
asociada con el sistema reproductivo de lag especics y ¢l mecanismo de dispersion de las semillas. En este
easfudio, 1a alta tasa dc entrecruzamiento indica baja diversidad genética total (Ht = Q.51); csta baja
diversidad genética indica que jos genes se manticnen constantes dentro de ia poblacion, provocando poca
diferenciacién cntre individuos ¢ impidiendo difcrenciacién cntre cstos para formar nucvos grupos o
pobhdones;aestoseim'quehssemﬂlassondispc@aduporlumicnmdeagmopuh
poblaciones humanas de dicha area, fortaleciendo el movimiento genético dentro del drea.

Azurdia ( 10 ) reporta datos similares en donde indica que no existe diferenciacién entre las
poblaciones de zapote de 1a parte alta y de la parte baja de 1a cuenca del rio Hato. Esta informacifn foe
extraida igualmente del andlisis de los dendrogramas morfolégico ¢ isoenzimitico, comstruidos con las 78
familias (0 78 &rboles madres y su progenic). Aqui también existen familias, como la No. 11, que €8 Casl
similar 2 las familias 42, 69, 50 y 78 ¢n ¢l dendrograma isoenzimético, pere sin embargo, ambos grupos
catin scparados por 8 Km de¢ distancia en ¢l campo. ( Anexos 9y 10).

El comportamiento eniro las familias du 1a parto alta, asf como de las familias do 1a parte baja de la
cuenca, pucde deberse a las siguientes razones. Primero, existe la posibilidad que ea este cstudio no se
hallan analizado suficientes alelos, por lo que no hay suficiente informacion genética para separar bas dos
poblaciones. Por tanto, es recomendable incrementar €l nimero de sistemas enzimaticos 8 usar. Segundo,
¢l altio valor de alogamia o entrecruzamiento en las poblaciones (fm = 0.81) no permite que s dé
diferenciacién entre poblaciones (para la parte alta y 1a parte baja), ni enire subpoblaciones (para la
poblacién de 1a parte alta). La polinizacién cruzada reduce la subdivision de las poblaciones, favorccicndo
¢l movimiento del polen © incrementando la probabilidad que los gencs se dispersen a largas distancias;
previniendo la diferenciacién entre las poblaciones. Tercero, la poblacién de zapote de la parte alta, esti

distribuida a lo largo de las subcuencas Timiluya y Hato, de la cuenca del no Hato, lag cualea poscon drcas
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con pendientes de onduladas a inclinadas (Paiz, 27). Por csto, semillas o frutos pueden ser transportados
de la parte alta a la parte baja de la cuenca, y entre la misma parte alta. También existe un continuo
intercambio de materiales genéticos entre las diferentes poblaciones humanas que viven en el drea (12
aldeas alrededor de la cuenca).

De cualquier forma, ha existido un intercambio 0 mezcla de la informacién genética entre ambas
poblaciones ccolégicas.

Potumo,sepucdoconchﬁrqnclapoblaciéndezapow distribuida a lo largo deo la partc alta de 1a
cuenca (y de la cuenca completa) del rio Hato, es una pobdlacién predominantemente alégama, con alta
diveruidad genética intrapoblacional, concordando estos datos con nuestra hipdtesia.

§.4. HETEROCIGOSIDAD EN PLANTAS MATERNAS Y SU PROGENIE

Iadatoaobtenidosdchhctemcignsidadmcdiacaperadayhhctcmcigosidadmediaobscmdam
plnnasmtcmasymprogenieaemmmenelCuadms.lahetemcigosidadesperada(ﬂexp)me
calculada a partir dc las frecuencias genéticas asumiendo aparcamicnto a! azar para cada locus individual.
Tantohfrmmiaalélicamloaérbolumamnoncommlapmgc:ﬁcsmsimﬂmaligualqucha
tendencins en la heterocigosidad csporada. De igual manera, los valores do fijacién (F) no difieren
nurcadamantommelos&bolesmadruysupmgenie.Tantolosvalorcaderaralonérboleamatemos
como para Is progenic fiseron significativamente diferentes de cero, ¢l cual es el valor de F esperado bajo
condiciones de oquilibrio de Hardy-Weinberg . Imvalomnegaﬁ\mdel?ﬂleronnbtenidmtantoparalos
&rboles madres como para Ia progenie.
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CUADRO 8. Heterocigosidad esperada (Hexp) y heterocigosidad  observada (Hobs), tasas de
entrecruzamiento multilocular (tm) ¢ indice de fijacién (F) para la poblacion de arboles madres y su
progenie, de Pouteria sapola de la parte alta de la cuenca del rio Hato, San Agustin Acasaguastlin, El
Progreso, Guatemala. Calcutado con ¢l programa ML.T.

Heterocigosidad Heteracigosidad Indice de Fijacion ()

esperada (Hexp) observada (Hobs)

Aunquc pucdan oxistir otras cxplicaciones, en gencral sc dice que valores negativos de F, cstin

asociados con aparcamicnto disorsative y con scleccidn, favoreciondo a aquellos genotipos heterocigbticos
tanto en poblacioncs matemas como de la progemie; mientras que los valores positivos de F, ostin
relacionados con cruzamiento asortativo e “inbreeding” (consanguinidad) (Azurdia ( 10 )).

Estos resultados indican dos conchusiones: 1) las poblaciones de zapote no eatin en equilibrio con
Hardy-Weinberg, v 2) esti ocurriendo seleccién en favor de individuos heterocigdticos debido a que en los
irboles madres y en la progenic se observa mas heterocigosidad de Ia esperada. Cuando ocwme
“inbreeding” como resultado de autogamia y de polinizacién entre parientes, las lincas con genotipos
homocigéticos aparentemente no se desarrollan, a pesar de que ha sido ya formado e embrion y ¢l fruto.
Esto s sugerido por 1a disparidad entre ¢l exceso do heterocigotos on los drboles parentales y de Ia

progenie en la poblacion de eate catudio.
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8.S. IDENTIFICACION DE LAS AREAS DE CONSERVACION in situ EN LA PARTE ALTA

DE LA CUENCA DEL RIO HATO

Segin Azurdia ( 10 ) las estrategias de muesireo con la finalidad de conservacién genética deben
de tomar en consideracion factores como 1a frecuencia de muestreo, ¢l tamafio de la muestra, eic. Estos
factores estin basados en informacion de genética de poblaciones. Dicha informacién encietra parametros
como la variacién ¢n la diversidad genética dentro y entre las poblaciones, ¢l nivel de heterocigosidad v la
frecucncia alélica do los alclos particularcs. Ademis, una buena descripeion de la subdivisién de las
poblaciones y la distancia genética entre poblaciones, es un elemento critico en la planificacién del
mucstreo y las metodologias de conservacién in situ, Basado en la informacién generada en el presente

Meﬁichoquhmﬂmﬁndemm_mdehpmdmﬁmemmmm
determinada en gran manera por el sistema de entrecruzamiento. | |

Azurdia ( 10 ) indica quo basado cn dos isosnzimas y sicte frecuencias akilicas, el valor de
distancia de Nel (0.008) y el valor de identidad de Nei (0.992), mostraron que no existc una clara
l&prac@mu'elaspoblacioms&Mgmdelapammypambajadclamcadclﬂo}lm,
en San Agustin Acasaguastlin. Esta es uns confirmacion adicional que especics predominantemente
alogimicos no mucstran diferenciacién entro poblaciones.

Por tanto, para P. sapota, cl muestreo de poblaciones no deberd enfocarse en un mayor nimero de
poblaciones. En especies de polinizacién cruzada como el zapote, en donde la diversidad genética se
encuenu'adenh'odelapobhcién,mucsqueenu'elaspoblaciones,elmucsﬂeodcberémarmesquermdc
cuadrantes, en ¢l que mis individuos de cada poblacién deban muestrearse, anics que muestrear muchas
poblaciones.

La informacién obtenida ¢n ¢l presente estudio, especialmente cn los dendrogramas o clusters
basados en caracteres morfoldgicos ¢ isocnzimaticos, debers de ser utilizada en ¢l diseilo do coleccioncs

nucleares de zapote. En la poblacién de zapote de la parte alta no existe subdivision ontre su propia
poblacidn.
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Debido a que el sistema de aparcamiento en plantas varia tal como lo hace cualquier otra
caracteristica, es recomendable usar un mayor nmero de sistemas isoenzimiticos, asi como el muestreo y

colecta de mas poblaciones en diferentes estaciones, afios y localidades.
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9. CONCLUSIONES

El zapote posec un sistema reproductor altamente alégamo, siendo una especie arbérea con flores
perfectas v que posee un estilo excerto, promoviendo ¢l tipo de polinizacién cruzada. La tasa de
cafrecruzamicnto multilocular de ta poblacién de zapote de la parte alta de la cuenca del rio Hato,
obtuavo un valor elto dc 81% (0.810), micntras que la tasa de entrecruzamicnto unilocular obtuvo
un valor similar, sunque ligeramente menor (79%, 0.796). Relacionado con los anteriores valorcs,
w&ﬂuﬁsﬁmbajopd@ajedemnsnlgu&ﬁdado%mdhgﬁ, lo que indica que ¢l zapote es

una especic que posee alto entrecruzamiento.

I.acsmmragenélicade!apobhciéndnlzapotc(Bnyggig.mng)dclapmdtadclaclwncadcl
rio Hato, posee una mayor variacién dentro de su poblacion que entre 1as poblaciones. FEsto cs
delﬂdoalasgrandudistmciasqucmomelpolcnyala!wniveldedispcmiéndelasscmillasdc
los &rboles madres a grandes distancias; por tales razones dicha poblacién posce individuos
hetcrocigotos, quc comparton sus alelos més ampliamente dentro de la misma poblacién,
incrementando la probabilidad que los genes se dispersen a largas distancias. Esto previcne la
diferenciacién entre las poblaciones. Con esto se refuerza Ia estructura genética de la poblacion e
impide su divisién.

Laesu'ncnn'agenéﬁcadclapoblaciéndezapotedelapﬂealladeiacuencadeldoﬂato,esté
influenciada por los siguicnics factores: a) la morfologia y estructura floral, que perrailc una
polinizacién cruzada; b) ¢l comportamicnto de los polinizadores, principalmente inscctos; c) el
mocuﬁemododiapcmi&dchsmﬁﬂudebidoahtopograﬂndcltsmo,lasconicntudeaguay
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mayormente al intercambic de mateniales genéticos por las poblaciones humanas del irea y d) una

densidad adecuada que promueve 1a polinizacién cruzada y el entrecruzamiento.

Las frccuencias alélicas mostradas por las isoenzimas Esterasa (EST) y Acido Shikimico
Deshidrogenasa (SKDH) demucstran que ¢l zapote posee una alta heterocigosidad en estos dos

caracicres isoenzimaticos.

La pobiacién do zapote de la parte alta de la cuenca del rio Hato, no estd en equilibrio con Hardy-
Weinberg, Esto ex determinado por ¢l alto valor negativo del indice de estabilidad (F), e cual esté
asociado con aparcamicntos disorsativos y la seleccidn de heterozigotos favorecidos. Tanto la
frecuencia alélica en los arboles maternos como en la progenie son similares. Las
heterocigosidades observadas tuvieron un mayor valor que las heterocigosidades esperadas para los
drboles madres y la progenic, indicando con esto que €l zapote cs un organismo con alta
heterocigosidad y una alta adapiabilidad evolutiva.
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10. RECOMENDACIONES

Incremcntar ¢l nGmero dc sistomas cnzimaticos poliméorficos para los cstudios de estructura

gonética y sisteras roproductivos en zapote (Pouteria sapota). Do esta manera se podran obtener

resultados mis confiables, al tener una mayor cantidad de datos para el anilisis de la determinacién

de lag tasas de entrecruzamiento y los parimetros de diversidad genética de una poblacidn.

El maestreo de poblaciones para zapote deberd enfocarse en un mayor ntmero de individuos, ya
que su diversidad genética se encuentra dentro de 1a poblacion, antes que entre 1as poblaciones. Se
recomicnda ¢l muecstreo que usa un csquema de cuadrantes, en ¢l que més individuos dc cada

poblaciém scan mucstreados, antes que mucstrear varias poblacioncs ¢n un srca determinada.

En préximos estudios do sistemas de aparcamiento y estructura genética de poblaciones de zapote,
se recomienda estudiar drboles individuales, analizando sus parimetros genéticos, para determinar
si un 4rbol especifico, pucde producir fartos con semillas viables, por medio de la autopolinizacion.

Evaluar ¢l movimicnio del polen y los posibles polinizadores para 1a poblacion de zapotes de esie

cstudio.

Realizar en préximos estudios, colecciones de semillas de progenitores (recoleccion de semillas) en
diferentes cataciones, afios y localidades, para evaluar el comportamiento alogimico del zapote a

teavés de sus ciclos de floracién.
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APENDICE 1

CUADRO 9A. SOLUCIONES MADRE PARA PREPARAR GELES DE POLIACRILAMIDA

{Laemmli,1970){26)

v SOLUCION A. Acrilamida/bis (30% T, 2.6% C)
87.6 g. acrilamida (29.2 g/100 mL)
2.4 g. de NN'-bis-methylene-acrilamida (0.8 g./100 ml).
Hacerlo en 300 mi con agua destilada. Filtrar y almacenar a 4°C en oscuridad
(tiempo méximo : 30 dias). ‘ )

SOLUCION B. 1.5M Tris-HCI, pH 8.8
2723 g. Tris Base (18.15 g./100 ml)
80 ml de agua destilada
Se ajusta a pH 8.8 con HCl 1 N, Hacer 150 ml con agua destilada y almacenar a
4°C. -

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 ml con agua destilada y almacenar a
4°C,

SOLUCION D. Amortiguador de electrodo 5X, pH 8.3
9.0 g. de Tris Base (15 g/ml)
* 432 g. de Glicina
' 600 ml de agua destilada,

Almacenar a 4°C. La temperatura ambiente antes de su uso puede ocasionar
precipitacién. Diluir 60 ml de Stock 5X en 240 mi de agua destilada para
una corrida electroforética.
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CUADRO 10A, PREPARACION DE LAS GELES DE POLIACRILAMIDA PARA LA

i CORRIDA DE ELECTROFORESIS (Laemmli,1970)(26)

GEL DE CORRIDA (12%)
(RUNNING GEL)
0.375 M Tris, pH 8.8

Aguadestilada.............ooveveeeeeeeeereeeeseeeen 20 ml

SOluCiOn B .ot 15 ml

SOIUCION A 5o 24 ml

Persulfato de amonio ...........coovoveeeerneii 0.300 ml (50 microlitros)
(10% preparado e! mismo dia)

GEL DE COMPACTACION (4%)

(STACKING GEL)
0.125M Tris, pH6

Agua destilada........ccoommerireienii e 10 mi

Solucion C e 4 ml

SOCION A e 2 ml

Persulfato de amonio .........ccovvvevevccerceeerecsveriviniinn. 0.100 ml (50 microlitros)
(10% preparado el mismo dla)

TEMED ceerrrrrre s neaesissiiree e srsenserssnnenens 0,020 ml

GEL DEL PEINE (2%)

(COMB GEL)
0.125M Tris, pH 3.0

Agua destilada...........coioiieeoceee e, 10 ml

Solucion D .o 4 ml

Solucitn A oo . 2mi

Persulfato de amonio  ........ooooeeeeeeeeeeeeve e 0.100 ml (50 microlitros)
(10% preparado el mismo dia)
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APENDICE 2

CUADRO 11A. FORMULAS PARA LA TINCION DE ENZIMAS (Stuber, Wendel, Goodman,
| Smith, 1988, citados por Soltis ( 31)

1) ESTERASA (EST)
Buffer fosfato 0.1 M pH 7.1%*........ccnicicininncnisicienecccnnce. - 30 mi
Fast Blue RR Salt cirerr s sesssssnenssensinnnees 90 THEL
* Alfa-Naphthyl Acetato = ... s e 25 MG,
* Beta-Naphthyl Acetato vrvrrre s 25 Mg,
* Se disuelven en 2 mi de acetona por aparte y se mezclan al momento de la aplicacion.

** El pH fue corregido a 6.1 debido a que presenta mejor resolucion de bandas en este pH.

2) ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH)
0.05M Tris-HC], pH 8.0... 50 ml
Alcohol etilico 0.5 ml

3) ACIDO SHIKIMICO DESHIDROGENASA (SKDH)
0.1m Tris-HCL, pH 80 ... 5.0 ml
Aguadestilada 000 e, 45.0ml
Acido Shikimico 250 m!
NADP et ane 5.0 ml]
PMB et re s 1.0 ml

4) PEROXIDASA (PER) (Vallejos, 1983 citado por Nufio ( 26 )

i{. 0.1 M Acetatode Sodio pH 5.0 e 50 mi
* 0.025% 3-amino-9-etilcarbazol ... 25 mg
0.015% Cloruro de Calcio (CaCla) ....ccooneceeeeeeceiie e vreerr s srnrarasas 15 mg
Agua Oxigenada (30%) e eservararsreserrsseras 0.600 ml
* Se disuelve en 2 ml de N,N-Dimetiiformamida.
’i




AL
l!lg\ ) ‘p 84
o . .

rig da Golpn: ]
\I
2

P
S
T

I

Lirmdls

e

!
o ancne |

VUELTAS

A OUAT IR ALS ‘—"\Q GUWAT TAN

| 4 Z =
L VN S e

]

F'G'UR'A 14A. Mapa de la cucaca del rio H‘El.o, partc Alta y partc Baja, dindosc a conocer (a
ubicacidn de los 80 4rboles estudiados en la investigacidn.
uente: Azurdia, 1998) (10)




| COLECTA de la muestra vegetal (CORTE de hojas tiernas del cogollo del zapote) . |
LIl - - 8

|___MACERACION del material vegetal (0.1 gms) con BUFFER DE EXTRACCION (color azul) |
Jidid

# L Colocacién del material macerado en TUBOS DE REACCION EN FRIO, i
1 LLdid

N | CENTRIFUGACION a 3,500 rpm (revoluciones por minito) ¢atre 10 2 15 minutos. ‘
‘ Jilld

[ Recoleccién con micropipeta de 350 Microlitros de SOBRENADANTE ]
' NN

Colocacién de 60 Microlitros del sobrenadante en las celdas de la GEL (COMB GEL), en las PLACAS
ya preparadas y puestas en el aparato de corrida {(Protean II), con BUFFER DE ELECTRODO.

Ll

|___ CORRIDA a 200 voltios de carga, durante 4 horas, con RECIRCUL ACION DE AGUA FRIA. |
Jiild '

| Medicién y Preparacion de los REACTIVOS PARA LA ISOENZIMA. j
Jlidd

VERTIDO de la Isoenzima preparada en la GEL que fue sacada al tzrminar la corrida, Aqui lleva los
alelos en forma de bandas y serdn descubiertos al ser tefiidos por ia Isoenzima. Esto se realiza en
recipientes pldsticos.

Jidld
[ INCUBACION EN CUARTO OSCURO, hasta of aparecimiento de 1as bandas. )
Ll
| . 'LECTUKA DE LOS ZIMOGRAMAS, en cuadros de distancias {en cms.) Ver anexo 5.

[ S — — .
. FIEURA 15A. Flujograma del procedimicnto do corrida para 1a Electroforesis de Isocnzimas. I
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ENTRADAS Y SALIDAS DEL PROGRAMA DE ESTIMACION MULTILOCULAR (MLT) Y
DIVERSIDAD DE NEI (NDD)

'CUADRO 11A. ENTRADA DEL PROGRAMA DE ESTIMACION MULTILOCULAR {MLT).

Puara esta phgirm s¢ ingresan en una hoja stectrénica los datos del Nomero de famifia vy las 10 descerdencias gue

poses. A ls par da cadz descendencia se colocan tres mimeros que son los aleios que mndica fa parte superior

de ka hojn: SKDH, ESTY, ESTZ. Por efemplo, pera la famiia 23, fa descendencia No, 1, Uene la siguieme iformacion -
{ ver ANEXO 8);

I 3 1 222

Iodigo 2 : (Heterocigoto a,b)

Por tanto, la descendencha 1, de la famike 23 posee en SKDH presentes Jos alelos SKDH 1, SKDH 2; fos alelos
ESTi-1 y EST1-2 ¥ los alelos EST2-1 y EST2-2, ambos haterocigotos. £sta informacién fue extralda de los
zimogramas de & corrida sectroforética, .

EJEMPLO DE PARTE DE LA ENTRADA AL PROGRAMA MLT, PARA EL ESTUDNND ISOENZIMATICO DE LA
POBLACION DE Posseria sapots EN LA PARTE ALTA DE LA CUENCA DEL RIO HATO, SAN AGUSTIN
ACASAGUASTLAN.

PARTE ALTA DE LA Pop. Ge!
EKDH, EST1, E&T2

Fam : Fam Fam

8
9
&

K- -R-- B - X RER
- AR R R RN R
D~ W wh—-
-l et wr owa ) R RN
D e th b o
NRORNRRWN WY
A AR m B B B R

b

.
NRNMRNRKRNMNMNN
e

MM MNMBKNRMNNDNN PRI R RN RN

' 4
]

SR NN RS YN EAMR A DDA 2R
o=
&

B OA A = AR Lo LA

LA N L Lt R RN OMNNRNRN
e

(LR CILTE Ay S R TR MNARAMNMNNRL NS

SR DWEDWM RN =-
PR R AT R R N KRR
R e e e e ]
OO DWW RN -
- AN R W LWl
PR LUNWPWLYW

-l
s
-

FS
-
t
o
~

[-N -X-- RN RN LN AN
NI SRS IE IR N U S A N )
DOoOO0OONMNNMNNNN
DO O R = kK ==
[—X--N-- . LR KR AR
RPRNNVNRRAMR NN R
WWWWEW NN RNWN
- I BIPD =A N NN =
(=R -N--R - LI T LR
MMM NN RN R
— s b ok B P} G R ek wh
NRNMNMRR NG WRN

e
[y

-




87

“SALIDA DEL PROGRAMA DE ESTIMACION MULTILOCULAR (MLT),
PRUEBA DE CHI CUADRADO DEL PROGRAMA DE ESTIMACION

CUADRO 12A.

MULTILOCULAR.

i

SALIDA DEL PROGRAMA DE ESTIMACION MULTILOCULAR (MLT)

Qutcrossing rate of Pouteria sapota populatio # 1 (hig  <--——-

Multilocus Estimates

31och. Ratomaman
41 families. 405 individuals.

Standard errors based upon 10 bootstraps.
istandard arrors in parentheses)

Locus #scored

loc1 400 I
loc2 383

loc3 385

Gene Freqguency Eatimates

loc 0.386 (0.094) S
loc 0.484 (0.100) -

loc1 0.170 (0.024)

loc2 -0.537(0.085)
loc2 0.483(0.085)

loc3 0.536 (0.067)
loc3 0.484 (0.067)

inbreeding Parameter Estimates

- F

Mutftilocus outcrossing rate = 0.810 (0.388)
Singlelocus outcossing rate = 0.7689 (0.127)
Diffarence of outcrossing sates = 0.041 (0.269)

Two-gene fixation index F = - 0.300 {0.351)

| EXPLICACION |

[Deplegado e titulo 1

Con ios tres locl, gue son los tres siste-
mas isoenzimaticos estudiados, se ana-
Hzaron 41 familias con 405 individuos.

Se usaron 10 trampas para calcular of
ermor astandar.

Existen 400 datos del locus 1 (SKDH)
Existen 383 datos del locus 2 (EST1)
Existen 385 datos det logus 3 (EST2)

El nimero antre paréntesis indica el
Error Estandar de cada uno de los

alelos o bandas de cada locus estudiado.
Por ejemplo, para el locus 1, su primera
banda o alelo que es &l SKDi{1 tiane
0.466 & 48.6% de frecuencia de apareci-

miento en 1os zimogramas y un efor
Estandar de 0.004.

En este apartado se despliegan los resul-
tados delos parametos Como o es :

Tasa de Entrecruzamiento Multilocular
0.81

Tasa de Entrecruzamiento Unilocular
Q.72

Diferencia entre las Tasas Multilocularé
Unilocular = 0.041

Indice de FijacidnF = 0.3

Si es negativo como en esle caso, indica
un entrecruzamiento que favorece a indi-

viduos heterocigdtioos.




SALIDA DEL PROGRAMA DE ESTIMACION MULTILOCULAR (MLT)

PRUEBA DEL CHI CUADRADO DEL PROGRAMA DE ESTIMACION

MULTILOCULAR (MLT)
Chi square, loe1 locus.

Progeny

obs.

1 exp.
chi2
obs.
2 exp.
chi2
ocbs,
3enp.
chi2
obs,

4 axp.
chi2
obs.
5 axp.
chi2
obe.
6 oxp.
chi2

Totel chi-square =

Parents
1 2

500 7.00
573 76.51
0.09 6315

5.00 286.00
3.66 1560.15
0.50 122.91

000 4.00
000 73.64
000 68.85

000 Q.00
062 985
Wrivink e 9.35

000 0.00
000 000
000 000

003 23.00
0.00 983
000 1755

Chi square, locZ locus.

Progeny

obs,
1809,
chi2
obs.
2 exp.
chi2
obs

3 oxp.
a2

Totul chi-square =

Parenig
1 2
2000 23.00

18.28 BO.64
1700 4120

3 a4 5

000 0.00 000
0.00 2,39 0.00
0.00 *** 0.00

0.00 400 0.00
0.00 1.83 0.00
0.60 ****+* 0.00

0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00
.00 0.00 0.00

0.00 600 0.00
D.00 3.17 0.00
0.00 2.52 0.00

000 0.00 0.00
0.00 0.78 0.00
0.00 **** 0.00

0.00 000 000
0.00 1.83 0.00
0.00 " 0.00

337.03

3

0.00
0.00
0.00

10.00 276.00 #iHim
11.74 157.00 #Hi

026 90.20

0.11

0.00 15.00 #ithg
0.00 76.36 Wi

6.00 4931

0.08

181.32

6

0.00
0.00
.00

29.00
11.49
26.65

0.00
13.81
13.81

0.00
11.49
11.49

6.00
470
0.36

25.00
18.51
2.28

Ché square, loc3 locus.

Progeny

obrs.
1 ep.
chi2
obs.
2 exp,
chi2
obe.
3 exp.
chi2

Parents

1

HIHH
THHHH
Q.02

z 3

400 0.00
6599 0.00
11.26 Q.00

49.00 155.00 10.00
47.44 100.50 15.06

0.05

0.00
0.00
0.00

2955 170

12,00 20.00
4051 14.94
2007 171

Totaichl-square = §£4.38




CUADRO 12A, PROGRAMA DE DIVERSIDAD DE NEI (NDD). 8

ENTRADA AL PROGRAMA DE LOS PARAMETROS DE DIVERSIDAD
DE NEI (NDD).

A confinuacitn se presantan las frocuencias gendticas do las 41 familas evaluadae para ¢l estudio de la poblacién
de Pouteria sapofa de la parte Alta de la cuenca del rio Hato.

Estas frecuencias se colocan en blogues, donde cada blogue es uno de 105 alelos de os lod estudiedos, es
decir, SKDH 1, SKDH 2, SKDH 3, EST 1-1, EST1-2, EST2-1 y EST 2-2.

Con estos datos son calculadas las Heteroclgosidades esperadas medianie €l programa de Diversidad de Nel.
Las Heterocigocidades observadas se calculan mediante la formula de la ley de Hardy-Weinberg  p2 +2pg +@

"Population genelics of a Pouteria sapota poputation # 1 (alta)
“There are 7 loci (fows) and 40 OTUS {cohimns}

“The colurnns are labeled. No missing values.
1 7 40L O

23 25 41 42 43 44 45 46 47 4B 49 50 51 52 53 54 65 56 57 58 59 &0
61 62 €63 64 65 86 67 63 69 V0O 71 T2 I3 T4 5 76 1T 18

D30 035 065 050 050 050 050 050 050 045 025 045 045

050 055 050 0.45 050 050 075 0.20 0.35 0.50 035 040 0.35

035 030 020 050 050 050 050 040 025 050 050 050 050

050 0.60 035 050 050 050 050 020 050 050 050 D50 0.50
030 045 050 050 050 050 025 0.20 050 0.50 050 050 0.50
050 050 050 050 050 050 0.50 D50 050 0.50 050 0.50 0.50

0.20 0.15 0.00 0.00 D00 OO0 HO0 030 OD0 D05 025 DOS 005
0.00 000 000 0.05 0.00 000 0.00 060 015 0.00 0.15 0.10 0.15
0.16 020 030 000 000 000 000 0.10 026 000 000 D00 000

055 050 050 050 050 020 035 020 OBD 060 055 0.50 085
030 050 045 0.50 065 1.00 050 050 0.50 0.50 050 0.17 050
045 050 050 050 050 005 020 055 050 060 055 D70 055

0.45 050 060 050 050 0.80 065 080 020 040 045 050 0.15
070 050 055 0.50 035 000 050 050 050 050 050 0.80 0.50
D55 050 050 0.50 0.50 0.95 080 D45 050 040 045 030 045

045 060 083 067 100 065 060 OO5 040 088 070 DEO 08D
0.67 1.00 0.60 0.50 050 050 0.75 0.80 0.75 0.86 0.85 D.60 0.50
056 085 0.70 0680 065 090 060 050 100 025 020 050 050

055 0.40 017 033 000 035 040 095 060 012 030 D40 0.20
0.33 000 050 050 050 050 025 020 025 0.16 015 040 0.50
D44 015 030 020 035 010 04D 050 000 0.75 080 050 050
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CUADRQ 14A. SALIDA DI'L. PROGRAMA DE LOS PARAMETROS DE DIVERSIDAD
___ DENIE N33y,
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Esta programa despiiega una serls de malrices las cuales (ntarrelacionan los dalos de fracusncta genética de cada
alelo estudiado para cada una de Ja s familias entre toda. Jas demds familias.

1
Population genetlcs of Pouteria sapota population from high part
Lool used;
skh est1 asi2
Nel distances
Population 1 2 3 4 5 8 7 a 8
1 23 0.000 0.020 0.158 0.082 0.211 0.133 0.070 0.221 0.085
2 1B 0.000 0.073 0.017 0.088 D071 D.620 0.304 0.000
3 # 0.000 0.027 0.028 0.087 D.050 D.528 (1188
4 43 0.000 0.0558 0055 0.018 0.380 0.104
& 43 0.000 0.118 Q.101 0.7080 0.275
8 44 0.060 0014 0.277 0.283
T 40 0.000 0.262 0.180
8 40 . DOOO 0.372
B 47 - 0.000
1
Population 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 A 0.138 D.048 0.033 D.144 0.102 0.220 0.038 0.019 0.035
2 25 0.058 0.0t6 0.007 0.101 0.042 0.104 0.024 D014 5.037
3 M 0026 0.088 0.050 0.080 0053 0016 0.082 0.087 0.095
4 42 0.033 0.044 0.005 0.082 0.025 0.057 0.021 0.020 0.034
5 43 0012 0.082 0,087 0.088 0.080 0.001 0.148 D.145 0.159
5 44 0.132 0.122 D058 0.284 0.006 0.120 0.052 0071 0.147
M 72 0.083 0.021 0.0D8 D.0Y5 ’
I 713 0.503 (.225 0.200 0.135
38 74 0.003 0.046 0.041 O.0B7
v 75 0.000 0071 0.058 0.106
p 78 0.000 G.014 D.033
aw 77 : 0.000 DOOR
400 78 0.000
1
Population genstics of Pouleria sapota population from high part
Lot used:
shkdh estl  ast2
Nel dvarsities:
Tolal gene diver-ity (H) = 0.510562 Lo La diversidad genétlca tokal (Ht = 0.51052) ez ia sursa de
{a Diversidad Derdro las poblacionas (Hs = 0.44580) ¥ ta
within « .popuiations (He) = 044000 Diversidad Entre fas subpoblacionas {Det = 0.08082).
batwoon subpopulations (Dst) =  0.06082 Cuando |a Diveraldad dentro de lae subpoblacionss se
mayor que ls Divereldad Entre tus subpeblaciones, indioa
Cooft. Of gone difn, Get (DstH) = 0.11874 quo la poblacion poses un sito entrecruzsmiants y un
Absobde gana aff. (Dm) = 0.08217 mavimierto mayontario del fujo de QONes que s& aatin

inter o inlra pop gene div. Ratlo Ret =  G.13820 avaluando.
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FIGURA 16A. POLIMORFISMOS REPOR'I;ADOS POR CINCO ISOENZIMAS EN HOJAS
DE ZAPOTE. (Fuente: Azurdia, 1996) (6)




]- .

e 92
Bv-1 => P. campechiana
{
GUA-12 -"‘ '
' CHI-19
L
i prerssrer——tem SPC-2
%
| - | SJCH"ZB
> P. wviridis
| SAC-2 i
1 ———CH-11
+————~CH-9
CHI-8 -
PET-4
P. BSapota
ESC-27
i
[ Y -
ey - d .
. DISTANCIA »
} : |
FIGURA 17A. FENOGRAMA QUE MUESTRA LAS RELACIONES EXISTENTES ENTRE
ESPECIES DE Pouteria, BASADO EN INFORMACION ISOENZIMATICA.
{Fuente: Azurdia, 1996) (6)




FIGURA 18A. Genctipo maternal del zapote de ia parte alta de la cuenca dei rio Hato,
inferido para los 40 arbolas madres, a partir de los andlisis estadisticos

de tas progfnies de cada familia, usando el programa MLY.

[ Maternal genotypes (known or inferred): }

Genotipo maternc

% Frecuencia

222 32.5
2 225
621 125
232 10

212 7.5
223 5

423 25
121 25
231 25
822 2.5

CODIGO PARA TRES ALELOS (a,byc)

0 Sin bandas
1 Homocigoto {a, a)
2 Hetarocigoto (a, b )
3 Heterocigoto (a, ¢ )
4 Homeocigoto (b, b}
5 Heterocigoto (b, c)
6 Homocigoto {c,¢)
AL.ELO A Rl il T
ALELO B i
ALELO C Fir R iRy

1 221
2 222
3 24
4 232
5 222
3 423
7 212
8 221
") 5§21
10 222
11 221
12 232
13 521
14 222
15 222
16 222
17 212
18 121
18 821
20 221
21 221
22 221
23 232
24 222
25 222
26 621
27 621
28 221
20 222
30 231
31 537
22 222
33 21
34 223
35 223
36 212
a7 722
38 222
39 632
40 222

Maternal genotye inferred: 222
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FIGURA 19A. Dendrograms agromorfolégico que muestra las relaciones de parentosco enire los
arboles de zapote (Pouteria sapota) de ta cuenca del rio Hato. Este dendrograma
fue elaborado con datog morfologicos del programa de agrupamiento UPGMA.

tc: Anurdia, 1998) (10 )
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FIGURA 20A. Dendrograma isocnzimatico que mucstra las relacioncs de parentesco catre lag fami-
lias do zapote (Pouteria sapota) de la cuenca del rio Hato. Este dendrograma fue

claborado con datos isoenzimiticos del programa MLT.

(Fuente: Azurdia, 1998). ( 10)
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