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DETERMIN,ACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA EN ESPECIES DE POUTERIA
(Sapotaceae) USANDO ISOENZIMAS COMO MARCADORES GENETICOS

DETERMINATION OF GENETIC VARIABILITY OF SPECIES OF POUTERIA (Sapotaceae)
USING ISOENZYMES AS GENETIC MARKER'S

- RESUMEN

La investigacion realizada, es una caracterizacion isoenzimatica en materiales genéticos del
género Pouteria, P. sapota, P. viridis y P. campechiana, los cuales son especies nativas de
Guatemala. Tal estudio es complemento de una caracterizacion agromorfolégica y fenolégica
realizada por la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala en los
afios de 1997-1998.

En este estudio se establecié un total de 6 enzimas polimérficas —PRX, EST, SOD, PGD,
6PHD y ADH—, que reportaron diferentes zimogramas que permitieron mediante un analisis
pertinente, identificar a cada una de las accesiones. Se determin6 que los materiales genéticos de
P. sapota provenientes del norte del pais (Alta Verapaz y Petén) conforman un grupo homogéneo
diferenciado del resto de accesiones provenientes de las otras localidades del pais. Se determin6
también, que los materiales genéticos en estado silvestre no se agrupan en conglomerados
particulares, por lo que se puede adelantar que estos materiales no se diferencian de los
materiales en estado cultivado. En P. viridis la maxima variacion se observé en los materlales
genéticos de Alta Verapaz, lo que permite suponer que dicha area es el centro de origen y
dispersion de dicha especie. Los materiales genéticos en estado silvestre de P. campechiana no
se diferencian plenamente de los materiales genéticos cultivados, debido a que como sucede en
P. sapota, estos ultimos no son el resultado de un proceso de mejora genética sino que en la
mayorfa de casos, son selecciones iniciales a partir de materiales en estado silvestre. La
comparacién entre las tres especies mencionadas y P. fossicola, de origen costarricense, indic6
que P. viridis y P. sapota estan mas emparentadas entre si, mientras que P. campechiana lo esta
con P. fossicola. La informacion generada por esta investigacion, sera la base para el desarrollo
del programa de investigacion relativo al establecimiento de tasas de cruzamiento y estructura
genética en poblaciones de Pouteria de El Hato, San Augustin, El Progreso, que se tiene en
marcha en la Facultad de Agronomia.
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1. INTRODUCCION

Sapotaceae es una familia de origen tropical dentro de la cual se encuentran especies
arboreas de importancia fruticola, tal como el chico, Manilkara zapota; el caimito, Chrysophyilum
cainito; el canistel, Pouteria campechiana;» el injerto, Poutenia viridis; y el zapote, Pouteria sapota.
Dichas especies son de amplia utilizacion dentro de las comunidades humanas, con las cuales
estan asociadas. Sin embargo, la Red Mesoamericana de Recursos Genéticos Vegetales
(REMERFI), ha tenido a la vista el fomento de estas especies, debido a la boca transcehdencia,
mas alla de sus regiones de origen, por lo que dicha institucién declar6 de importancia primordial |
el estudio y desarrollo del germosplasma de las sapotaceas. Este programa inici6 con el desarrollo
de un inventario a nivel regional, acompafiado de actividades en caracterizacién in situ, utilizacion,

documentacion y conservacion.

Los primeros estudios de caracterizacion desarrollados en sapoticeas fueron a través del
uso de éracteres morfolégicos, fenolégicos y agron6micos. Sin embargo, la clasificacién con
base a esta técnica es a menudo confusa dado a que los mismos son afectados generalmente por
el factores ambientales en cierta medida. El uso de isoenzimas ofrece una mejor alternativa para
clasificar y caracterizar colecciones de germoplasma, ya que éstas son mas estables ante los
efectos ambientales, asi mismo presentan polimorfismos facilmente medibles e interpretables

desde el punto de vista genético.
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El anlisis isoenzimatico ha contribuido en los Gitimos afios a entender aspectos tales como

la distribucién geografica de la variacién genética y el origen, domesticacion y evolucion de plantas

cultivadas (17)

La caracterizacién isoenzimatica de germosplasma es util para conocer el grado de
diversidad genética y las relaciones dentro y entre las especies. Segun Arulsekar et al. 1986 S),
como también Goldring et al. 1985 (21); Degani et al. 1990 (16); Ellstrand et a/. 1987 (18);
Tanksley et al. 1980 (49); y Weeden 1986 (53), en afios recientes se han utilizado polimorfismos
en isoenzimas para identificar cultivares y para determinar los niveles de diversidad genética en

especies fruticolas.

Esta investigacion se realizd6 con material vegetal perteneciente a la familia de las

Sapotaceas, especificamente con las especies frutales del género Pouteria (P. sapota, P. viridis y

P. campechiana) provenientes de diferentes regiones de Guatemala, entre ellas: Izabal, Alta
Verapaz, Petén, Escuintla, Suchitepéquez, Retalhuleu, San Marcos, Quetzaltenango,

Huehuetenango, Chiquimula y Jutiapa (zapote); Chimaltenango, Sacatepéquez, Guatemala,

Hushuetonango, Quiché, Cobdén, Solold, Jalapa y Santa Rosa (injorto); Esouintla, Quiché, Baja .

Verapaz y Santa Rosa (Canistel). De acuerdo a un estudio desarrollado por Azurdia et a/. 1987
(11), concluye que las mencionadas regiones pueden ser las que contengan mayor diversidad

genética en cuanto a especies del género Poutena.




Esta investigacion tuvo como objetivos: comprobar la existencia de variabilidad genética
encontrada previamente con marcadores morfolégicos (11) y determinar tanto los niveles de

polimorfismo como las relaciones filogenéticas entre las diferentes especies en mencion.

Este estudio forma parte del proyecto “Variabilidad genética usando marcadores
bioquimicos (isoenzimas) en especies de Pouteria (Sapoticeas) en Guatemala”, que se ha
realizado en el Laboratorio de Electroforésis de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala, con el apoyo del International Plant Genetic Resources Institute

(IGPRI), a través del Instituto de Investigaciones Agronémicas (llA).




2 DEFINICION DEL PROBLEMA

La variabilidad genética es la materia prima de la evolucién, por lo tanto lo es para el
Mmejoramiento vegetal. La variabilidad presente en poblaciones vegetales de ciertas |
localidades o regiones puede ser determinada a través del uso de marcadores morfolégicos,

como también por medio de marcadores bioquimicos, como las isoenzimas.

Una de las ventajas del uso de la técnica de marcadores bioquimicos con respecfo a la de
los marcadores morfologicos es que dichos marcadores generan ‘informacién sobre los
caracteres genéticos, los cuales en comparacién a los morfologicos, se transmiten con fidelidad
de una generacion a otra, lo que conlleva a decir, que dicha informacién guarda la identidad

de dichos caracteres de padres a hijos.

Guatemala, es considerado como uno de los paises de Mesoamérica que cuenta con
mayor diversidad genética en Sapotaceas, tal observacion fue determinada a través del uso de
marcadores morfolégicos en un estudio de exploracién-recoleccion (11), pero aun asi se
descoﬁoce los niveles y distribucion de la variabilidad entre e intra especifica del género
Pouteria, por lo que se determiné en este estudio, el uso de las isoenzimas, como marcadores

bioguimicos para tal propésito.



3. MARCO TEORICO

- 3.1. Marco Conceptual

3.1.1. Sapotaceas

Todos los géneros de la familia sapotaceas encontrados en Norte América también pueden
ser encontrados en Guatemala. La familia también muy diseminada en Sur América incluso en el

viejo mundo. Se encuentra por lo menos 25 géneros en el mundo (45).

Desde un punto de vista econoémico la familia tiene mucha importancia en nuestra region.
La especie mas importante es la sapotilla o chicozapote (Manilkara sapota) que se utiliza para la
fabricacién de chicle en el comercio y en adicién a esto también es uno de los frutos tropicales

més apetecidos (45).

Otros géneros de la familia como Chysophillum cainito L. y Mam‘lkaré chicle también son

aceptables como frutos y ademas son utilizados para la elaboracion de chicle. Algunos arboles

han presentado tener buena calidad de madera y algunos de ellos con madera muy duradera (45).

Por lo general son arboles o arbustos muy grandes, algunas veces maderables con
espinas, con savia usualmente lechosa; algunas hojas alternas pecioladas, usualmente coriaceas;

sin estipulas (45).

Flores pequefias perfectas o raramente poligamas, fasciculadas en las axilas de las hojas o
sobre los nudos defoliados por debajo de las hojas blanquecinas o amarillentas; sépalos de

cuatro a doce, imbricados, anchos, por lo regular ceriseos, frecuentemente muy desiguales (45).




Corola gamopétala, lobada con un tubo usualmente corto y ancho por lo regular los
- apéndices en medio de los l6bulos, tanto estambres como I6bulos de la corola por lo regular

alternos con los estaminodios, filamentos libres insertos sobre el tubo de la corola (45).

Ovarios sésiles de tres a cuatro l6culos, estilos unidos; 6vulos solitarios en los l6culos
estilos unidos; évulos solitarios en los léculos, anatropos, fruto una baya pequefia o por lo general
muy grande; semilla una 0 mas en cada fruto, por lo regular grandes, usualmente lisa y lustrosa

sobre casi toda la superficie el embrién erecto (21).

Segun Morera, 1992 (40), gran parte de las especies de frutas esféricas, dulces y con
semillas grandes pertenecen a la familia de las sapotaceas, como “zapote” (Pouteria sapota);
"zapote amarillo o injerto” (Pouteria vindis); “canistel” (Pouteria campechiana); “‘caimito”
(Chrysophyllum cainito) y "chicozapote” (Manilkara sapota). El nombre de zapote se usa en

especies de otras familias, como “zapote negro” (Diospyros digyna) y “ zapote blanco” (Casimiroa
edulis) .

3.1.2 Electroforesis de Isoenzimas

La separacion electroférica de mezclas complejas de proteinas se puede llevar a cabo en
ciertos tipos de medios de soporte, incluyendo geles de almidén, poliacrilamida, agarosa y
membranas de acetato de celulosa. Estos dos Gltimos generalmente no se emplean para
polimorfismo enzimatico. Cuando se requiere del poder maximo de resolucion con frecuencia se
prefiere con geles de poliacrilamida (13) Una propiedad valuable de la electroforesis en geles de

poliacrilamida (PAGE) es la astringencia molecular que se puede ser variada por una alternancia



de la concentracion de acrilamida, entonces se incrementa la rango de los pesos moleculares que

son separables (33).

Otras de las ventajas de las geles de poliacrilamida es la uniformidad y la transparencia
faciltando la cuantificacion densidométrica del producto.  Permitiendo asi una  amplia
compatibilidad de ensayos, usualmente en tiempos rapidos de corrida Chrambach, 1980 (14); -

Chrambach et al, 1971 (15); y Hames, 1981 (22).

Segun Isola, 1981 (27); Y Weeden, 1985 (55), algunas enzimas como la ribunucleasa y
piruvato de carboxilasa, y también la amilasa Kiang, 1981 (29); y West, 1967 (56) son analizadas
con el método PAGE, ya que los ensayos involucran la produccién de precipitados blancos que

son dificiles de observar en las geles de almidon.

La electroforésis en geles de almidon (44), continua siendo preferido para muchos estudios
que involucran el analisis de un numero de individuos de diferentes enzimas. Muchas son las
razones: ]a simplicidad en la preparacién de la gel de almidén, no toxicidad del material utilizado
(la acrilarﬁida mono6mera utilizada por el método PAGE es un neurotéxico), relativo bajo costo de
equipo Yy facilidad del manejo de cargar las muestras dentro del gel. Las muestras de gel de
almidén son homogenizadas en crudo sin centrifugar, pero el método PAGE requiere de la
clarificacion de las muestras. Probablemente la mayor razén para la continuacion de la
popularidad del gel de almidon es la diferencia en la cantidad de datos generados por gel, ya que
las geles de almidon pueden ser cortadas en forma horizontal, permitiendo la multiplicidad (hasta
seis) de ensayos del sistoema de enzimas por el gel, mientras que las geles de poliacrilamida son

usuaimente revelada por una sola enzima (50).




En estudios en donde 20 o mas enzimas de un gran numero de plantas, es mas

- recompensado por el relativo poder de resolucion de la acritamida (50).

Las Isoenzimas, son multiples formas moleculares de las enzimas, es decir son enzimas
que comparten un substrato comun pero tienen diferente movilidad electroforética (36).

Las isoenzimas pueden observarse cuando los extractos del tejido se someten a
electroforesis en uno de los varios tipos de geles y posteriormente se sumergen en soluciones
conteniendo los colorantes especificos para cada enzima. El analisis genético pueden indicar que
algunas de las variantes electroforética son codificadas por alelos alternos en un locus, en cuyo
caso los productos alélicos se denominan aloenzimas. Los datos que se obtienen de las geles '
consisten de un numero de productos enzimaticos con relativa movilidad 8 a 9 bandas, los que

con analisis genético apropiado se transforman en genotipos con un locus o multilocus para cada

individuo analizado (50).
3.1.3 Genética de la isoenzimas vegetales

Lé Habilidad de observar variaciones alélicas en las isoenzimas en estudios de la genética
bioquimica, ha evolucionado en gran medida entre las poblaciones genéticas (25). Esta variacion
llamada polimorfismo aloenzimico ha sido usada en plantas para examinar los procesos genéticos
en todos los estadios de su ciclo de vida y asegurar la diversidad genética en todos los cultivos

(36).

E! potencial para utilizar aloenzimas como marcadores genéticos no fue inmediatamente
comprendido, sino hasta cuando la variabilidad de isoenzimas fue inicialmente descrito Hunter,

1957 (25); y Loveles, 1984 (36). Los estudios de polimorfismo de aloenzimas conducidos por



Kimura, 1983 (30) y Kimura et al, 1964 (31), han permitido establecer que algunas poblaciones
presentaron relativamente altos niveles de polimorfismo en isoenzimas, lo cual ha conducido a

una consideracion de la teoria de la evolucién.

El rol principal de la seleccién y mutacion en la preservacion del polimorfismo aloenzimatico
continua siendo un debate, pero estos desacuerdos no han interferido en el uso de estas variantes

genéticas en un sin fin de aplicaciones (50).
3.2.2 Isoenzimas y analisis de la estructura genética en las plantas

Ecologistas y bi6logos, estudiosos de la evolucién de las plantas han reconocido que estas
no estan distribuidas al azar en comunidades, pero que si estan distribuidas en distintas
localidades. La heterogeneidad del ambiente usualmente es citado como un factor que juega un -
papel decisivo en dicha evolucién, pero también lo son importantes los patrones de colonizaciéon y
los eventos estocasticos que afectaran el establecimiento y la mortalidad (24). Reciqntemente los
bidlogos estudiosos de la evolucién, han demostrado que la variacion genética en boblacionos de
las planmé también esta distribuida de una forma no aleatoria, Allard et al, 1972 (2); Antonivics,

1971 (3) y Hanrick, 1989 (23).

Mas que las plantas en si, los genes y genotipos tienden a agruparse con algunas
diferencias genéticas bastante marcadas sobre distancias con diferencias cortas. Esta distribucién
no aleatoria de variaciéon genética es por regular referida como estructura genética de una

poblacion (34).




10

3.2 Marco Referencial
3.2.1 Material Fitogenético Utilizado

Las especies de Pbuleria estudiadas son las siguientes: P. sapota, P. viridis y P.
campechiana. Las regiones o sitios de recoleccién fueron aquellos que en un estudio previo de
exploraciéon y caracterizacién in situ, se determin6 mayor diversidad morfolégica en cuanto a
algunas especies de sapotaceas (11). Dichas regiones son las siguientes: Petén Quiche,.
Suchitepéquez, San Marcos, izabal, Guatemala, Escuintia, Quetzaltenango, Retalhuleu,
Huehuetenango, Chiquimula, Jutiapa, Jalapa, Chimaltenango, Santa Rosa, Solol4, Sacatepéquez,
Alta Verapaz y Baja Verapaz.

3.21.1 Zapote, Pouteria sapota (Jacq.) Moores &Stearn

Esta especie es probablemente nativa del sur de México, Guatemala, Belice Norte de
Honduras y posiblemente extendiéndose a ia costa Atlantica de Nicaragua (43). El nombre del
Zapote se deriva del azteca “tzapotl” es un nombre colectivo que se aplica a varias especies de
frutas esféricas, dulces y con semillas grandes (38) Este es un arbol que se ha considerado como
parte de la selva alta, sin embargo su presencia en dicho tipo de vegetaci6n es sumamente
restringidé. se le puede encontrar en forma ocasional en aquellas areas protegidas del Norte de

Petén (11).

El zapote crece en forma silvestre desde el nivel del mar hasta 1000 msnm con
temperaturas que oscilan entre los é2° C y 32° C Puede adaptarse desde zonas secas hasta
humedas. Sin embargo se considera o6ptimo que reciba lluvias adecuadas y bien distribuidas.
Son adecuados los suelos franco-arenosos y bien drenados, con buena fertilidad y con un pH

entre Sy 6.5 (39).



P

11

En general las sapotdceas se han propagado por semilla. Existen pocas plantaciones
comerciales, los frutos para el consumo corriente provienen de los arboles solitarios que crécen
cerca de las viviendas o intércalados con otros cultivos perennes tales como el caso cacao y el
café. La produccion se alcanza a los 7 y 8 afios, al ser propagado por semilla. Esto genera gran
variacion en las poblaciones, disminuyendo en gran medida la posibilidad de cosechar genotipos
uniformes en tamafio, peso, y calidad. Actualmente los métodos de propagacion vegetativa se
realizan por medio del injerto, este sistema mejora las caracteristicas de productividad y reduce a

la mitad el periodo entre la siembra y la cosecha (38).

Los frutos de zapote pueden ser consumidos como fruta fresca, la pulpa ademas puede ser
usada para hacer jaleas o conservas, helados y jugos. La pulpa usualmente cocinada puede ser
sustituto aceptable de la salsa de manzana o usarse en pasteleria. De la semilla se pueden
extraer aceites, los cuales tienen usos muitiples medicinales, como de ténico para la piel, como

revitalizador del pelo evitando su caida (38).
3.2.1.2 Injerto, Pouteria viridis {Pittier) cronquist

Esta especie se le puede encontrar en Sur Este de México, Guatemala, Honduras hasta
Costa Rica. La mayoria de los materiales recolectados en Guatemala son originarios de bosques
montanos, entre los 1000-1500 msnm de altitud; mientras que en Nicaragua y Costa Rica puede

encontrarsele en las tierras bajas en bosques humedos entre 100-200 msnm (45).

En Guatemala se puede encontrar en localidades ubicadas a altitudes que van desde los
1100 hasta 1800 msnm, aunque existen algunos ejemplares localizados a menor altitud: La Joya,

Nueva Santa Rosa a 900 msnm; Moyuta, Jutiapa a 750 msnm. También se le puede encontrar
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Nueva Santa Rosa a 900 mshm; Moyuta, Jutiapa a 750 msnm. También se le puede encontrar
asociada con el zapote, Pouteria sapota; en huertos familiares algunas pocas Iocalidadeé de

Guatemala, tal es el caso de Rio Blanco, Sacapulas en el Quiché y Cuilco, Huehuetenango (10)

El injerto es una fruta que es consumida en fresco por una buena parte de la poblacién
guatemalteca. Sin:embargo, no tiene la popularidad que tiene el zapote, fruto con el cual es
comunmente confundido; péro aun asi en lo que es Guatemala, éstas dos especies crecen en
habitat bien deﬁnidb, afirmandose que el zapote es propio de zona célidas, humedas o secas y el
injerto de areas mas templadas con alta humedad relativa (caso de Alta Verapaz) o humedad
intermedia (alrededor de 1200 mm anuales). Su distribucién queda reflejada en la expresién
popular que dice que el injerto es un zapote de tierra fria, mientras que P. sépota es un zapote de

clima calido (10).

Segun Standley y Styermark 1976 (48) estiman que los frutos de los especies son muy
diferentes, de tal manera que no queda duda que ambos son taxa diferentes, aunque parece
imposible separarlas mediante comparacién de caracteres morfolégicos.  Adicionalmente
Penningtoﬁ (1990) menciona que a nivel de herbario estas especies pueden ser separadas
observando las hojas densamente pubescentes que tiene P. viridis ; ademas, este mismo autor
menciona que a nivel de campo se pueden encontrar formas de fruto intermedio entre arboles
cultivados de zapote e injerto; y que ademéas pueden diferenciarse, ya que el fruto de P. viridfs

tiene un fino y mas delicado sabor que de P. sapota (45)

Entre los hombres comunes con que se le conoce a esta especie en diferentes localidades
o regiones estan: injerto, yas-tul (Guatemala); zapote injerto(El Salvador); zapote blanco (Costa

Rica); y zapote mico (Nicaragua) (45)

ST R
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3.21.3 Canistel, Canitzé, Pouteria campechiana (HBK.) Baehni

Este es uno de los arboles tipicos del bosque tropical, considerandose como indicador de
dicho tipo de vegetacién. Sin embargo, en la actualidad esta especie es cultivada en la Florida,
Cuba y algunos otros lugares (43). Las semillas de esta especie tienen gran cantidad de reservas,
lo que les permite germinar apropiadamente y formar raices que pueden alcanzar el suelo dando
como resultado que en el bosque se le encuentre con una alta densidad poblacional;, ademas, el
hecho que el fruto es apetecido por animales, ayuda en la dispersion de las semillas, favoreciendo
de esta manera su alta densidad en el bosque (1). La madera de esta especie es de buena
calidad y sus frutos pueden ser comestibles, aunque la mayoria de personas consultadas por
azurdia et al. 1997 (11) manifestaron que no lo consumen sino que Unicamente son utilizados por

la fauna silvestre.

| RSPEDAD G LA BAVERSIAD DE SAR CARLOS OE mmm&an |
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la variabilidad y relacién filogenética entre especies frutales del género Pouteria

(Sapotaceae) en Guatemala, usando marcadores bioquimicos (isoenzimas).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Desarrollar los protocolos adecuados para las diferentes iscenzimas a utilizar en el estudio

de diversidad genética de las especies del genero Pouteria.

422 Determinar la variabilidad genética (niveles de polimorfismo) entre diferentes especies de

Pouteria .

4.2.3 Determinar las relaciones filogenéticas entre las diferentes especies de Pouteris, utilizando

indices de similitud.

§. HIPOTESIS

El uso de isoenzimas como marcadores bioquimicos revelara la variabilidad y las relaciones

filogenéticas en el género_Pouteria.
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6. METODOLOGIA
6.1 Determinacion de protocolos

6.1.1. Material Vegetal

El material experimental consisti6 de 37 accesiones de Pouteria sapota (cuadro 1), 21

accesiones de Pouteria viridis (cuadro 2) y 13 accesiones de Pouteria campechiana (cuadro 3),
fas cuales representan parte de la coleccién obtenida en el proyecto de inventario de Sapotaceas
realizado durante 1995 y 1996 a nivel nacional. }Para el caso de zapote, las accesiones
representan la coleccién nuclear previamente elaborada (11). Los datos de pasaporte mas

importantes de estos materiales se presentan en el anexo 3.

Debido a que en Sapotaceas no se tenia referencias relativas a estudios isoenzimaticos, fue
necesario probar diferentes protocolos para establecer los mas adecuados y las isoenzimas
polimoérficas. Se utilizé inicialmente la informacién obtenida por en estudios conducidos en nuestro

taboratorio en cacao, (Theobroma cacao), asi como diversas fuentes bibliograficas pertinentes (37)

6.1.2 Célecta y transporte de la muestra

El tejido utilizado fue los brotes tiernos, ya que no era posible la extraccion de las raices,
dada la condicién de plantas Unicas de tipo arboreo. Los brotes se transportaron en bolsas de
nylon debidamente identificadas. Estas bolsas se mantuvieron en una hielera con fa finalidad de

mantener la turgencia de las hojas, reduciendo la pérdida de humedad de las muestras.

{PAPTAAN DE LA UNIVERSIBAD DE SAN CARIOS O t;m\mu\l‘J\_*l
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Cuadro 1. Informacion ecofisiografica y estado de domesticacion de las accesiones

c_ie zapgte, Pouteria sapota, empleadas en el estudio de variabilidad genética usando
isoenzimas como marcadores genéticos.

Identificacién Departamento Altitud Zona de vida Estado de
(msnm) domesticacion

AV-11 Alta Verapaz 960 | bmh-S() Cultivado
AV-16 . Alta Verapaz 800 bmh-3(c) Cultivado
AV-18 Alta Verapaz 90 bmh-8(c) Cultivado
Av-34 Alta Verapaz 182 bmh-S(c) Cultivado
AV-40 Alta Verapaz 290 bmh-5(c) Cultivado
AV-47 Alta Verapaz 519 bmh-S(c) Cultivado
CHQ-5 Chiquimula 890 bs-S Cultivado
ESC-23 Escuintla 305 bmh-S(c) Cultivado
HUE-12 Huehuetenango 1200 bh-S(t) Cultivado
12A-3 Tzabal 50 bmh-8(c) Cultivado
1ZA-38 Izabal 400 bmh-S(c) * Cultivado
1ZA-41 Izabal 50 bmh-S(c) Silvestre
1ZA-45 1zabal 5 bmh-S(c) Cultivado
JUT-51 Jutiapa 850 bs-S Cultivado
JUT-55 Jutiapa 550 -1 bsS Cultivado
PET-4 El Petén 180 bh-S(c) Silvestre
PET-S El Petén 220 bh-S(c) Silvestre
PET-8 El Petén 175 bh-S(c) Cultuvado
PET-12 El Petén 200 bh-5(c) Cultivado
PET-16 El Petén 125 bmh-S(c) Cultivado
PET-24 El Petén 150 bh-S(c) : Silvestre
PET-29 El Petén 200 bh-S(c) Cultivado
PET-34 El Petén - 151 bmh-S(c) Cultivado
PET-37 El Petén 210 bmh-8(c) Silvestre
PET-46 El Petén 330 bmh-5(c) Cultivado
PET-51 El Petén 300 bmh-$(c) Cultivado
QUE-21 A Quetzaitenango 290 bmh-§(c) Cultivado
QuI-1 El Quiché 800 bh-S(t) Cultivado
REU-20 Retalhuieu 315 bmh-8(c) Cultivado
REU-32 Retathuleu 455 bmh-S(c) Sllvestre
REU-33 Retalhuleu 455 bmh-3(c) Slivestre
REU-35 Retalhuleu 455 bmh-8(c) Stlvestre
REU-46 Retalhuleu 455 bmh-8(c) Silvestre
REU-77 Retalhuleu 455 bmh-S(c) Silvestre
SMA-72 San Marcos 180 bmh-$(c) Cultivado
SUCH-57 Suchitepéquez 400 bmh-5(c) Cultivado
Taitzil El Quiché 800 bh-S(t) Cultivado



Cuadro 2. Informacion ecofisiografica y estado de domesticacion de las accesiones
de injerto, Pouteria viridis, empleadas en el estudio de variabilidad genética, usando

isoenzimas como marcadores genéticos.

Identificacifn

Departamento

Zona de vida

Estado de
domesticacién

GUA-12
GUA-14
GUA-15
CHI-9
CHI-11
CHI-19
SAG-2
SOL-1

Pie del Aguila
HUE-7

Guatemala
Guatemala
Guatemala
Chimaltenango
Chimaltenango
Chimaltenango
Sacatepéquez
Solold

Solola

Sololé

Solol4

Solold

Solol4

Solold

Alta Verapaz
Alta Verapaz
Alta Verapaz
Alta Verapaz
Alta Verapaz

El Quiché
Huehuetenango

bh-S(®
bh-S(t)
bh-S(t)
bmh-8(¢)
bmh-S(©
bmh-8(1)
bh-5(t)
bh-S(t)
bh-S(t)
bh-S(t)
bh-8(0
bh-5(t)
bi-S(¢)
bh-S(V)
bmh-S()
bmh-S(f)
bmh-S(f)
bmh-S(f)
bmh-S(
bh-8(©
bh-S(O

Cultvado
Cultivado
Cultivado
Culdvado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Culdvado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Cultivado
Cultvado
Cultivado
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Cuadro 3. Informacién ecofisiografica y estado de domesticacion de las accesionesde

Canistel, Pouteria campechiana, empleadas en el estudio de vanablhdad genética, usan
do isoenzimas como marcadores genéticos.

. D o T 4t | Estado de
domesticacifn

Baja Verapaz - Cultivado
Escuintia bmh Silvestre
Escuintla - Silvestre
Escuintla Silvestre
El Quiché , Cultivado
El Quiché , "~ Cultivado
El Quiché , Cultivado
El Quiché , Cultivado

El Quiché , b Cultivado
Santa Rosa Silvestre

Santa Rosa Silvestre
SantaRosa Silvestre
Santa Rosa : Silvestre

18
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6.1.3 Obtencion del extracto vegetal (muestra)

Se tomaron de 50 a 80 mg de hoja tierna recién cortada y se homogenizaron con 800 a
1,000 microlitros de buffer de extraccion en mortero frio. Cada muestra de extracto se traslad6 a
un tubo de reaccién frio debidamente identificado, el cual se centrifugé durante 10 a 15 minutos a
3,500 rpm. en ambiente frio. Se tomaron 250 microlitros del sobrenadante de la muestra, los
cuales se pasaron a otro tubo de reaccion en frio, al cual previamente se le afiadi6 S0 microlitros
de glycerol con la finalidad de agregarle peso a la muestra. Al llegar a esta fase, las muestras
estaban listas para dar inicio a la electroforésis. Estas muestras se mantuvieron en congelacion

un tiempo que no sobrepasé los 3 dias.

El buffer de estraccion utilizado fue el siguiente:
35ml de 0.1 M Tris-HCI, pH 7.5
2% de Triton X-100
2% de Dithioetrol

5% de Polyvinylpolypyrrilidone

Las dos ultimas sustancias (Dithioetrol y Polyvinylpolypyrrilidone) se agregaron al momento
de ser usado el buffer. También se agregé 1 mg de Bromofenol a cada 10 mi de buffer, que fue el

que indic6 el “frente” durante la corrida electroforética (32).
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6.1.4 Preparacion de las geles de policrilamida

El sistema que se utilizé fue un sistema disconto consistente en una gel de resoluciéon con
12% de acrilamida y una gel de concentracién al 4% de acrilamida (15), con una modificacion de
una tercera gel con un pH 8.3. La electroforésis se efectu6 en una dimensioén, siguiendo el
método de (32), pero sin la adicién de duodecilsulfato de sodio (SDS). Las soluciones madres

para la preparacion de las geles y amortiguadores se presentan en el anexo 1.

6.1.6 Cargado de las muestras

Cuando el aparato de electroforésis tenia colocadas las geles de concentracion ya
polimerizadas se procedié a afadir el buffer de electrodo frio. Inmediatamente después se
depositaron 15 microlitros del extracto vegetal en cada pozo para geles pequefias de 11.2 x 8.3
cm (Mini-PROTEAN II) o 60 microlitros, cuando se trabaj6é con geles grandes de 20 x 16 cm

(PROTEAN Il). En cada caso se realizé la aplicacién utilizando una micropipeta.
6.1.6 Realizacion de la corrida electroforética

La corrida electroforética se realizé en un ambiente totalmente frio, manteniendo el aparato
de electroforésis dentro de un refrigerador a una temperatura de —4 °C, rodeado por maquetas de
hielo. Ademaés, a este aparato se le conecté un sistema de recirculacion de agua fria. La corrida
se realiz6 haciendo uso de un voltaje de 200 volts, proveniente de una fuente de poder de
corriente continua, durante 1 hora para el aparato de geles pequefias (Mini-PROTEAN Il) o

durante 4 horas para el aparato de geles grandes (PROTEAN Il).
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6.1.7 Tincién y revelacion de enzimas

Durante el transcurso de la corrida, se procedi6 a pesar y a medir los reactivos para tefiir
dos enzimas, debido a que solo se corrieron dos geles en cada ensayo. Inmediatamente después
de finalizado el tiempo de corrida, se procedié a apagar la fuente de poder y el recirculador y se
separaron las geles en forma simultanea. Luego se diluyeron los reactivos para formar el
colorante especifico para la enzima que se quizo revelar. Para identificar la posicion u orden de
las muestras, a la gel se le hizo un corte en la esquina inferior izquierda. Para tefiir se utilizaron

50 ml de colorante para geles pequefias y 100 ml para geles grandes.

Cuando se obtuvo el revelado de enzimas, se procedi6 a lavar las geles con agua destilada y
se fijaron con una solucién compuesta de acido acético, metanol y agua en proporciones de 1:2:4 '

(46).
6.1.8 Sistemas enzimaticos evaluados

Para la determinacién de los protocolos, se realizaron pruebas para las siguientes
isoenzimas: Alcohol dehidrogenasa (ADH:EC 1.1.1.1), 6. Fosfogluconato dehidrogenasa (6PGD:
E.C.1.1.1.49), Xiquimato dehidrogenasa (SKD: E.C. 1.1.1.25), Isocitrato dehidrogenasa
(IDHE.C. 1.1.1.41), Malato dehidrogenasa (MDH: E.C.1.1.1.37), Enzima madlica (ME:
E.C.1.1.1.140), Fosfatasa acida (ACP:E.C. 3.1.3.2), Peroxidasa (PRX: E.C. 1.11.1.7), Esterasa
(EST: E.C. 3.1.1), Fosfogluconato dehidrogenasa (PGD: E.C. 1.1.1.44), Superoxido dismutasa
(SOD: E.C. 1.15.1.1) entre ofras. Se utilizaron tanto geles de almidén como de poliacrilamida. Las

soluciones reveladoras de estas enzimas se describen en el anexo 2.
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6.2 Analisis de la informacion

La informacion obtenida fue analizada para establecer la diversidad genética entre las

diferentes especies (Coeficiente Nei) asi como sus relaciones intraespecificas (Coeficiente Dice)

por medio del paquete estadistico NTYSYS.

Para el efecto se utilizaron dos variables: la distancia de migracién de las bandas, la cual
sirvié para establecer la figura de los zimogramas; la segunda variable es la presencia o ausencia
de bandas, con la cual se elabor6 el fenograma que agrupa a los materiales vegetales

contemplados en esta investigacion.

Se dibujaron a escala los zimogramas de las diferentes enzimas estudiadas y de acuerdo a la

distancia de migracioén, se les dio un nombre. Las relaciones fenéticas y filogénicas entre e intra -

especies se establecieron a partir de los dendrogramas, tomando como parametro los indices de
similitud determinados con NTYSYS. Con los coeficientes de distancia genética, obtenidos

también con NTYSYS, se determiné la variabilidad genética.

o iy,
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7. RESULTADOS

7.1 Gel seleccionada y tincion de enzimas para cada especie

El tipo de gel seleccionado fue la de acrilamida ya que las geles de almidén no reportaban
detalle de las diferentes isoenzimas que presentaron actividad. Las géles de poliacrilamida
mostraron mayor poder de resoluciéon, especialmente en isoenzimas como Esterasa. El CIAT
reporta similares resultados en estudios conducidos en las colecciones de yuca (26). El buffer de
extraccion utilizado fue el reportado por Mejia y Enriquez, 1996 (37), con la diferencia que en lugar

de mercaptoethanol se emple6 Dithiotreitol (DDT).

Para los diferentes protocolos probados para la tincion de las enzimas mencionadas, se
obtuvieron los siguientes resultados: no mostraron actividad SDKH, IDH y MDH; baja resolucién

EM, ACP; alta resolucién y polimorfismos PRX, ADH, EST, PGD, SOD y 6PGDH.

El protocolo de tincion utilizado para PRX fue el sugerido por Vallejos (48) y para el resto de
isoenzimas polimérficas el reportado por Wendel, 1999 (52); Weeden, 1986 (53); y Smith, 1955
(46).

Para la presentacion de los resultados de las tres especies estudiadas se elabor6, para cada

especie, un cuadro (zimograma) y dos figuras (variacioén isoenzimatica y fenograma).
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7.1.1. Resultados para Pouteria sapota

La variacién observada entre accesiones indica, que el germoplasma de zapote es
altamente heterogéneo, existiendo diferencias cualitativas y cuantitativas que pueden ser

utilizadas para la identificacion de los materiales (Cuadro 4 y Figuras 1y 2).

Peroxidasa mostré ser altamente polimérfica, teniendo un total de 15 Zzimogramas (Figura
1.a). Estudios conducidos en especies de Phaseolus indican alto polimorfismo, a tal grado que
cada especie presenta su propio zimograma, es decir, tan s6lo el zimograma de Peroxidasa es
suficiente en la diferenciacion de especies (12). Esta enzima presenta el problema que la
interpretacion genética se dificulta por lo complejo de los zimogramas. Weeden (1986), menciona
que en Phaseolus vulgaris, peroxidasa puede considerarse como una enzima con dos alelos,
presentando tres genotipos, aunque remarca el hecho que esta clasificacion es tentativa,
requiriéndése estudios adicionales para confirmarlo (51). Informacién adicional reportada por

Garcia et al (1982) indica que en centeno peroxidasa es una enzima monomérica (20).




Cuadro 4. Zimogramas presentes en las diferentes accesiones de zapote,
Pouuteria sapota, en el estudio de variabilidad genética usando isoenzimas
como marcadores genéticos.

1dentificacion Isoenzima
ADIY PRX EST PGD 6PHD ) SOD

PET-5 a . a a k a a
PET-8 b b b 1 b b
PE1-12 c C < m b C
PET-16 d b d m b d
PET-24 ! e c A m c e
PET-29 : £ a b m b c
PET-34 1 g a ] n c b
PET-37 h d f n c f

PET-51 b d 1 a c b
PE'T-46G b c h a d d
AV-16 i b i (4} b a
AV-18 i a i a d [
AV-40 c b b p b b
AV-47 i d j q d b
AV-11 k e k a a b
AV-34 1 f C c d a
CHQ-5 1 £ k r d B
REU-20 g Z 1 s d b
REU-77 m h i s b c
SMA-72 n i § s e a
PET-4 b J x a d h
Rfo Blanco 1 } m b e i

Caquil o k - b f i

Tzitzil P i n Cc f i

REU-32 1 1 o b g i

REJ-33 b j P b b d
REU-35 o m - d d i

REU-46 n j p b b i

1ZA-3 b n o e d i

1ZA-38 n j q f a d
1ZA-41 C n r a b d
IZA-45 b m s b b d
JuT-51 P n t £ c c
JUT-55 1 o u h c c
QUE-21 A b m h i C d
HUE-12 b Kk v 1 c d
ESC-23 b m d i a i

SUCH-57 1 i w i @ d




Figura 1. Variacion isoenzimética en zapote, Pouteria sapota: a) PRX, b) 6 PHD,
¢) SOD, en el estudio de variabilidad genética usando isoenzimas como marcado-
res genéticos.
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a) EST

Figura 2. Variacién isoenzimatica en zapote, Pouteria sapota: a) EST, b) ADH,
¢) PGD, en el estudio de variabilidad genética usando isoenzimas como marcado-
res genéticos.
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En la Figura 1.a se puede identificar una region que aparentemente representa un gene con
dos alelos, siendo la proteina producida del tipo monomérico. Los resultados obtenidos eh el
presente estudio en cuanto é la naturaleza estructural de la enzima, pueden ser diferentes a los
reportados previamente en Phaseolus ya que en éstos se utilizé la raiz, la cual segun dichos
autores proporciona las bandas mas claras y repetibles. En el caso del zapote, el zimograma *|” es

el mas abundante (18 % de las accesiones) y seguido por los zZimogramas “a”, “b” y “m” (11% de

las accesiones).

La enzima 6PHD mostr6 un total de siete zimogramas diferentes (Figura No. 1.b) constituido
cada uno de ellos por tres bandas. En forma preliminar se puede decir que se tiene la presencia
de un gene con cuatro alelos. Sin embargo, otros estudios han indicado que en otras especies
esta enzima es dimérica (41). El zimograma “b" fue el mas frecuente (29 % de accesiones),

seguido por los zimogramas “c” y “d” (21 % cada uno de ellos).

Superéxido dismutasa mostr6 11 zimogramas constituidos por patrones de bandeo complejos

(Figura 1.c), no pudiendo interpretarse la estructura de esta proteina. informacién proveniente de

otras especies indica que esta enzima puede ser dimera o tetramera (41). Jaaska and Jaaska

(1988) estudiando variacion en Phaseolus y Vigna indican que en las especies pertenecientes a
este género hay tres zonas de presencia de la enzima, cada una de ellas representando un
monémero y con al menos dos alelos (28). En este estudio el zimograma “d” fue el mas frecuente

(24 % de las accesiones) y el “b" y “c” 16 % cada uno.

En el caso de Esterasa, se observaron un maximo de nueve bandas altamente reproducibles
y que llegaban a conformar 24 zimogramas diferentes dentro de las 37 accesiones estudiadas

(Figura 2.a). Estos resultados concuerdan con los planteados por Hussain et al. (1987) quienes

g
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anotan que en Yuca (Manihot) la Esterasa es util para caracterizacion de germoplasma debido a

' que presenta bandas altamente reproducibles y alto polimorfismo (26). Sin embargo.‘ la

interpretacion genética de dichos zimogramas es dificultosa, tal como result6 en estudios
conducidos en cacao (37). En otros estudios se ha reportado la Esterasa como una enzima
producida por varios genes, siendo principalmente de tipo monomérica (tomate, (47); frijol, (54);
para nuestro caso, solamente una region, la mas catodal presenta caracteristicas monoméricas
con dos alelos (Figura 2.a). Por el alto numero de zimogramas observados, esta enzima permite
establecer diferencias entre la mayoria de accesiones estudiadas. Con la informacion de otros
patrones enzimaticos se puede establecer un patréon de bandas especifico ba’ra cada acbesién,
aspecto atil en identificacion de materiales genéticos. Los zimogramas mas frecuentes fueron el

‘D" y" j” (8% de accesiones).

Alcohol dehidrogenasa se cree que es un dimero (19 y 41). Sin embargo, como se observa
en la figura 2.b, los zimogramas presentan varias regiones de reaccién, sin poder identificarse la
naturaleza de la enzima, por lo que no se tiene evidencia de que ADH sea dimérica. En el
presente caso, los zimogramas de ADH indican que se trata de una enzima monomérica con tres
alelos en ia region mas anodal. Se pueden observar 16 zimogramas, lo cual es valioso en el
sentido de identificar numerosas accesiones particulares debido a que presentan un zimograma

unico. El zimograma maés frecuente fue el “a” (24 % de accesiones) y el “c” (8 % de accesiones).

Fosfogluconato dehidrogenasa es reconocida como una enzima dimera (41 y 42) La figura 2.c
muestra 19 zimogramas, los cuales no muestran ninguna evidencia de ser producto de una.
enzima dimera; més pareceria ser el producto de una enzima monomérica; La regién méas catodal,
por ejemplo, sugiere la presencia de cinco alelos. Los zimogramas mas frecuentes son el “b" y “a”

(15 % de accesiones cada uno) y el “m” (11 % de accesiones).
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El analisis de grupos (Figura 3) muestra la alta variacion presente en las accesiones
analizadas. Se puede observar que existe una accesion procedente de Petén (PET-5), la cual
presenta variacion Unica. Seria importante considerar este material para conservacién en
colecciébn de campo y para conformar una coleccién nuclear. Este ultimo aspecto ya ha sido

considerado por Azurdia etal. (11).

Los dos nucieos mayoritarios restantes estan constituidos el primero por materiales
procedentes de Petén y Alta Verapaz y el segundo, por los restantes materiales procedentes de
las otras localidades bajo estudio. Aparentemente los materiales de Petén y Alta Verapaz
conforman un grupo genético que puede ser diferenciado de los restantes del pals. Esta region
posee suelos y vegetacion diferente a los presentes en las mismas zonas de vida de la costa sur

del pais, siendo ésta una posible causa de estas diferencias en cuanto a diversidad genética.
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Otro aspecto a considerar es el comportamiento de las accesiones en estado silvestre. En la

agrupacion definida por el analisis de grupos es notorio que las accesiones silvestres no

conforman un ntcleo particular, por lo tanto, no se pueden diferenciar claramente de los
materiales cultivados. Debe recordarse que el zapote cuitivado en Guatemala no representa el
producto de un proceso de mejoramiento genético, sino que en la mayoria de los casos los
materiales cultivados han sido obtenidos a partir de materiales genéticos en estado silvestre o bien
son aquellos arboles que han quedado como remanentes de la vegetaciéon original. En otras
palabras, el zapote cultivado no presenta grandes diferencias morfolégicas con respecto al

silvestré, tal como ha sido anotado por Azurdia et a/. (1995) para la region de Petén (8).

Es notorio que existe alta diversidad genética en el material estudiado, sin embargo, dada la
informacion altamente confiable proporcionada por el anélisis isoenzimatico, es posible tomar un
numero de accesiones que represente la variabilidad total. En este sentido, se han seleccionado
24 accesiones para conformar la coleccion nuclear de zapote que representara a la coleccion

nacional de zapote (11).




33

7.1.2. Resultados para Pouteria viridis

Los resultados sobre el polimorfismo en esta especie se pueden apreciar en el cuadro S y
figura 4 . Se observa, por ejemplo, que PRX mostré un total de 18 zimogramas, con un total 9
bandas (Figura 4.a), siendo el zimograma identificado con la letra “m” el més frecuente (14 % de .

las accesiones lo presentaban).

Esta enzima es particularmente importante para injerto dado que es aun mas polimérfica
que en zapote, en donde como ya se mencion6, se presentaron tan sélo 15 zimogramas en 37
materiales genéticos. Con respecto a esta enzima, en injerto la mayoria de materiales genéticos
analizados tienen su propio zimograma, lo cual es importante para establecer la identificacion de
cada accesién. La interpretacion genética de los zimogramas se complica dado a que se observan
varias zonas de actividad, siendo lo mas probable que se trate de una enzima monomérica con

tres alelos localizados en la parte méas catodal.

La énzima 6PHD mostré seis zimogramas con un total de cinco bandas (Figura 4.b). La
interpretacién genética se dificulta debido a que las bandas mostradas ho presentan un patrén
especifico que permita definir la naturaleza cuaternaria de la proteina, aparentemente, la region
méas catodal muestra una enzima monomérica con tres alelos. El zimograma “a” es el mas

frecuente (41 % de las accesiones), seguido de “b" y “c” (23 % de las accesiones cada uno).
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Figura 4. Variacion inzoenzimatica en injerto, Pouteria viridis. a) PRX, b) 6PHD,
¢) SOD, d) EST, e) PGD, f) ADH en el estudio de variabilidad con marcadores ge-
néticos.
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Para el caso de SOD (Figura 4.c) se identificaron 9 Zimogramas con un total de nuéve
bandas siendo el zimograma‘ “d" el mas frecuente, presente en el 45% de accesiones, seguido por
el zimograma “a” y “b” presente en el 9 % de accesiones. Si se comparan estos Zzimogramas con
los presentes en zapote, se puede observar que los de injerto son mas uniformes en el sentido de
que se diferencian uno de otro en una o dos bandas, mientras que en zapote, cada zimograma
presenta bandas mas separadas. Al igual que en Zzapote, esta enzima no puede considerarse

como dimera en base ala informacioén contenida en la Figura 4.c.

Esterasa presenté seis zimogramas con un total de siete bandas (Figura 4.d), siendo el
zimograma “a” el mas frecuente (67 % de accesiones) seguido del “c* (19% de accesiones). Esta
enzima es menos variable en injerto que en zapote, en donde como ya se mencion6, presenta un
total de 25 zimogramas. Se observan varias regiones de actividad enzimatica, sugiriendo la

presencia de una proteina monomeérica con dos alelos en la regién mas catodal.

PGD mostré 10 zimogramas con un total de siete bandas (Figura 4.e). El zimograma “a” es
el mas frécuente (32 % de las accesiones) seguido del “d* (21 % de las accesiones). No se
comprob6 la naturaleza dimérica reportada para esta enzima. Los datos mostrados en la Figura
4.e indican la presencia de al menos dos zonas de accién enzimatica producto de una enzima
monomérica con dos genes y dos alelos cada uﬁa de ellas. ADH es una enzima polimérfica con 13
zimogramas y un total de ocho bandas. El zimograma “b" es el mas frecuente (24 % de las
accesiones) y “k" (14 % de las accesiones). En los zimogramas mostrados en la Figura 4.e no se

puede comprobar que esta enzima sea dimérica como se ha reportado.
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La serie de zimogramas obtenidos para las seis enzimas polimérficas (Cuadro 5) muestra
que ninguna accesién de injerto es similar a otra, es decir, cada una de ellas puede ser
identificada plenamente por una combinacién particular. Este aspecto es importante, dado que

algunos materiales genéticos sobresalientes desde el punto de vista agronémico han sido

seleccionados y propagados asexualmente para poder dedicarios en el futuro inmediato a la

produccién comercial.

El analisis de grupos resultante de la informacion generada por las seis isoenzimas
polimérficas muestra la variacion genética existente entre las diferentes accesiones de injerto
procedentes de diferentes regiones de Guatemala (Figura 5). Se puede observar iniciaimente que
se forman dos nucleos de variacion dentro de los cuales se encuentran mezclados materiales
genéticos provenientes de diferentes regiones. El primer nucleo tiene accesiones de Guatemala,
Solola, Alta Verapaz y Quiché, mientras que el nucleo dos, contiene accesiones de Guatemala,
Chimaltenango, Solola, Alta Verapaz y Sacatepéquez. Esto indica claramente que la variacién
genética de injerto en Guatemala no se organiza de acuerdo al origen de las accesiones. Esto es
entendible si se anota el hecho que a lo largo del proceso de utilizacién de esta especie frutal, se
ha dado uﬁ continuo intercambio de germoplasma entre las diferentes localidades en las cuales en

la actualidad se cultiva.
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Sin embargo, si se analiza mas cuidadosamente el fenograma, es notorio que los materiales
genéticos de Alta Verapaz estan presentes en ambos nticleos de diversidad genética, esto en
parte podria corroborar lo planteado por Azurdia (6) y Azurdia et al.(7), quienes indican basados
en informacién de tipo etnobotanico, morfolégico y presencia de parientes silvestres, que el injerto
podria ser originario del 4rea de Alta Verapazf Estudios adicionales utilizando marcadores

moleculares pueden ayudar a esclarecer este punto.
7.1.2. Resultados para Pouteria campechiana

Al igual que en los casos de P. sapota y P. Virdis, en P. campechiana se observé abundante
polimorfismo, especialmente en las isoenzimas PRX, EST y ADH, como se rﬁuestra en el cuadro 6
y figura 6. De tal manera que en esta especie también es posible identificar cada material
genético por los zimogramas especificos que poseen (Cuadro 6). Por ejemplo, PRX present6
nueve zimogramas con un total de siete bandas diferentes, siendo el zimograma “a” y “h™ los més
frecuentes (23 % de accesiones para cada uno). Esta enzima aparentemente es de tipo

monomérico con dos genes con tres alelos cada uno (Figura 6.a).

La enzima 6PHD presenta tres zimogramas (Figura 6.b) con un total de tres bandas, slendo
el zimograma “c” el mas frecuente (75 % de las accesiones) y el “a" (17 % de accesiones). Esta
enzima aparenta ser una de tipo dimérica con al menos tres alelos, aunque en el zimograma “a”

no se define exactamente la condicién dimérica.



Cuadro 6. Zimogramas presentes en las diferentes accesiones de canistel,
Pouteria campechiana, en el estudio de variabilidad genética usando isoenzi
mas como marcadores genéticos.
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Figura 6. Variacion inzoenzimatica en canistel, Pouteria campechiana. a) PRX,
b) PHD, ¢) SOD, d) EST, e) PGD, f) ADH, observada en el estudio de variabilidad
genética usando isoenzimas como marcadores genéticos.
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Para el caso de SOD, se observaron tres zimogramas (Figura 6.c), con un total de cuatro
bandas, en donde el zimograma “a” es el mas frecuente (58 % de las accesiones) y “b” (25 % de
las accesiones). El patrén de bandeo observado indica que esta enzima es de estructura

cuaternaria dimérica con tres alelos.

La enzima EST presenta un total de nueve zimogramas con un total de nueve bandas
diferentes (Figura 6.d), en donde el zimograma “e” es el mas frecuente (23 % de las accesiones) y
el “h” (15% del asaccesiones).El patron de bandeo observado es complicado, sin embargo, se
puede identificar la presencia de dos genes en la regién mas catodal con tres y dos alelos

respectivamente.

Peroxidasa dismutasa presenta tres zimogramas con tres bandas (Figura 6.e) El zimograma
"c” es el mas frecuente (62 % de las accesiones) y el “a” (31 % de las accesiones) Aparentemente
esta La enzima ADH muestra ocho zimogramas y siete bandas diferentes, siendo el zimograma
mas frecuente el “g” (25 % de accesiones) El patron de bandeo resulta ser complicado por lo que

no es posible adelantar a condicion cuaternaria de la proteina.

En el analisis de grupos que se muestra en la figura 7, se muestra la clara separacion entre
los materiales tipo silvestre del departamento de Santa Rosa con respecto a los restantes de tipo

silvestre y cultivado de las otras localidades del pais.
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Otro aspecto importante a considerar es el hecho que los materiales silvestres de Escuihﬂa
conforman un solo subnucleb asociado en cierta medida a los materiales genéticos cultivados en
una localidad de Quiché y de Baja Verapaz. Como ha sido discutido por Azurdia et. a/ (10), el -
canistel es una especie poco conocida por la poblacién guatemalteca, a tal grado que crece
cultivado solamente en pocas localidades del pais, existiendo poblaciones considerables a nivel

silvestre en el departamento de Petén y en algunas localidades de la costa sur de Guatemala.

Como sucede para zapote, los materiales silvestres no estan totalmente diferenciados de
los materiales cultivados, ya que estos ultimos no son el resultado de un proceso de mejoramiento
intensivo. No se puede esperar que exista una clara separacion entre materiales cultivados y
silvestres, tal como sucede con las variedades mejoradas procedentes de Florida, las cuales
presentan frutos méas grandes y plantas de porte mas pequefio (observaciéon personal del autor
principal) Otro aspecto importante es que en Rio Blanco, Sacapulas, Quiché; en donde es
cultivado ampliamente, los materiales genéticos presentes muestran alta variabilidad como queda
reflejado en la Figura 7, lo cual ya habia sido adelantado por Azurdia y Ayala (1996) basados en
observaciénes realizadas sobre caracteres morfolégicos (9). La inclusion de materiales genéticos
procedentes de Petén es un punto a considerar en trabajos futuros, para el estudio de toda la

gama natural de la distribucion de esta especie en Guatemala.
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7.2. Relaciones filogenéticas entre las especies de pouteria

Utilizando cuatro isoenzimas (est. , PRC, 6PGH y SD) se gener6 informacién proveniente
de 10 genes y 30 halelos, en cuatro accesiones de Pouteria campechiana, una de Pouteria

fossicola, cinco de Pouteria viridis y cinco de Pouteria sapota. E| analisis de disimilitud mostrado

en la Figura No. 8 indica que P, viridis esth mas cercanamente emparentada a P. sapofa y que P,
fossicola y P. campechiana comparten mas semejanza genética entre si. Estudios previos hablan
mencionado que E. biribfs y P, sapota pertenecian al mismo taxén (33), siﬁ embargo, Standley y
Styermark (45) ya lo habian reportado como especies distintas; mas recientemente, Pennington |
(43) las define igualmente como pertenecientes a diferente taxa. El informe mas detallado que
contribuye a establecer las diferencias sistematicas entre P. sapota y P. viridis ha sido elaborado
por Azurdia et a/ (1997), haciendo una comparacién entre ambas especies con base en datos de
tipo ecolégico, morfoagronémico, etnobotanico, presencia de parientes silvestres y datos iniciales
de caracterizacion bioquimica (10). Con la informacién contenida en la Figura 8 se refuerza el
concepto de que P. sapota Yy P. viridisson dos especies distintas, pero con bastante similitud
genética. Esta similitud genética existente entre ambas especies puede ser el resultado de que
provengan de un antecesor comun inmediato, asi como por la posible introgresion genética
existente en aquellas regiones en las cuales son simpatricas. Ya ha sido anotado por Pennington
(1990) que ambas especies morfolégicamente son muy similares, diferenciandose principalmente

por caracteres de frutos mas que por caracteres de tallo, hoja y flor (43).
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P. campechiana es distinta a P. viridis. y P. sapota con base en caracteres morfologicos
tanto de hoja, habito y principalmente de fruto, por lo tanto no ha existido en ningun moménto
duda en cuando a su estatué taxonomico, por lo que los resultados mostrados en la Figura 8 no
son sorprendentes. P fossicola no se encuentra presente en territorio guatemalteco, siendo propia
Unicamente del sur de Costa Rica y Panama (45) presentando caracteristicas morfolégicas
distintivas al resto de especies de Pouteria motivo del presente estudio. Sin embargo, es de
aclarar que de alguna manera, P. fossicola tiene cierto parecido a P. Zapota, a tal grado que
algunos la confunden con ella. Segin Pennington, (1990) la diferencia entre P. zapota y P.
fossicola se establece a nivel de fruto, ya que P. fossicola tiene un fruto con epicarpio deilgado y
liso, comparado con el clasico epicarpio grueso y rugoso de P. sapota (45). La similitud entre P.
fossicola y P. campechiana es interesante, no pudiendo con los datos presentes conjeturarse las
razones de dicho comportamiento. Vale la pena mencionar que en el area sur de Centro América
ambas especies estan presentes, pero no en Guatemala. En este sentido es ﬁecesario profundizar
en estos estudios utilizando marcadores moleculares e incrementando el numero de accesiones

de P. fossicola y de P. campechiana tanto de Guatemala como del sur de Centro América.



Coeficiente de Distancia

0.%60 a, 800 0.640 0.400 0,330 0,160
i {omen | { { { Lavel
P.CARp 0.273

e P fogs 3.007
r———-r.virl 0,248
“"-—-Thtlpo -t

) | | ! Lavel
1.120 0.960 0.800 0.640 0.480 o!::o 0.160

Figura 8 Fenograma mostrando las relaciones entre las cuatro especies de Poute-
ria, Sapotaceae, en el estudio de variabilidad genética usando isoenzimas como mar-
cadores genéticos.

47



48

8. CONCLUSIONES

8.1. El alto grado de polimorfismos observados en las especies de Pouteria muestra la
alta diversidad genética presente en su germoplasma. Esta heterogenidad encontrada puede
deberse a que las especies estudiadas no han sido sometido a un. proceso intenso de

domesticacién o que posiblemente tengan una tasa de cruzamiento aita.

8.2  El conjunto de zimogramas establecidos para las diferentes isoenzimas polimérficas,
representa la identidad genética de cada una de las accesiones o materiales genéticos

estudiados.

8.3. Datos de similitud genética indican que Pouteria campechigna es una identidad
genética distinta a Pouteria sapota, mientras que Pouteria fossicola esta mas emparentada con

Pouteria campechiana.

8.4. Los materiales genéticos de P. sapota provenientes del norte del pais (Alta Verapaz
y Petén) conforman un grupo homogéneo diferenciado del resto de accesiones provenientes de

las otras localidades del pais.



49

85. Los materiales genéticos de P. Sapota, en estado silvestre, provenientes del norte
del pais (Alta Verapaz y Petén), no se agrupan en conglomerados particulares por lo que se puede

adelantar que estos materiales no se diferencian de los materiales en estado cultivado.

8.6. En los materiales genéticos de P. vindis, la maxima variacion se observé en los

provenientes de Alta Verapaz, lo que permite suponer que dicha 4rea es el centro de origen y

dispersién de dicha especie.

8.7. Los materiales genéticos en estado silvestre de P. campechiana no se diferencian
plenamente de los materiales genéticos cultivados, debido a que no son el resultado de un
proceso de mejora genética sino que, en la mayoria de casos, son selecciones iniciales a partir de

materiales en estado silvestre.

88. La comparacion entre las tres especies mencionadas y P. fossicola de origen
costarricense indicé que P. viridis y P. sapota estan mas emparentadas, mientras que P.

campechiana lo esta con P. fossicola.




9. RECOMENDACIONES

9.1. Con el objeto de incrementar el numero de marcadores polimérficos, debe
continuarse con este estudio, utilizando mayor numero de marcadores bioquimicos; debe
confirmarse la naturaleza genética de las isoenzimas determinadas, haciendo analisis en

poblaciones segregantes.

9.2. Dado el alto grado de polimorfismo observado en este género, realizar la segunda
fase de este estudio, para determinar la tasa de cruzamiento, la estructura genética y los limites

entre poblaciones.
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Apéndice 1

Soluciones madre para preparar geles de poliacrilamida (Laesli 1970)

A Acrilamida / bis (30 %T, 2.6% C)
87.6 g acrilamida ( 29.2 g/100 mL)
2.4 g NN bismenthylene - acrilamida (0.9 g/lOOmL)

Hacerlo en 300 ml con agua destilada. Filtrar y almacenar a 4 °C en oscuridad
(maximo 30 dias)

B. 1.5 M Tris—HCIL pH 8.8
27.23 g Tris base (12.15 g/100 mi)
90 mL de agua destilada

Ajustar a pH 8.8 con HC] IN
Hacer 150 mL con .agua destilada y almacenar a 4 °C.

C 0.5 M Tris—HC1, pH 6.8
6 g tris base
60 ml de agua destilada

Ajustar a pH 6.8 con HCI IN.
Hacer 100 mi con agua destilada y almacenar a 4° C

D Amortiguador de electrodo de 5X, pH 8.3
Trisbase.......c.cceeene. 90¢g
Glicina..........c.cceenee 43.2¢g
En 400 mL de agua destilada.
Almacenar a 4° C Temperatura. En temperatura ambiente, antes de su uso puede ocacionar
precipitacion.
Diluir 60 mL de solucién stock 5X en 240 ml de agua destilada para una corrida
electoferetica.

Las cantidades que anteriormente se describleron se refleren a geles pequeiias (11.2 x 3 ); si en un momento dado se
requiere de geles grandes (se utilizaran 10 veces la cantidad indicada para las geles pequeiias)



GEL DE RESOLUCION [12 %]

0.375 M Tris, pH 8.8

O e ettt ettt e eaetraeeaeeerateteasrearrares 335 mL
SOIICION B ..o e e ettt e e st e e s e s s e s e et s et ees s e e eesserranesstenressesseennon 25 mL
SOIUCION A ..o et et et et e et e et e e e e e e et eseene s e e es s e eessesessassssesenen 4.0 mL
PersUlfato AMONIO ..........oooiiiiiii it ettt e et etee e et eee e eeee e e e et eseseesesassesssnseneas 500 ul
10% preparado el mismo dia

TEMED ...ttt ettt ettt e et eta e e et et e e e et e n e e e eareearenrteatrantearaens 500 uL

GEL DE CONCENTRACION [4%]
0.125 M Tris, pH 6.8

HaO oo e ettt ettt rat et e et ar e saassaraes terareaeatrreaaee s it s eteearres 6.1 mL
SOIUCION € ...ttt ettt o s rer s s s bae e s s sttt e s sesaness eaaessaanbaesesnrasasersbesseanbessessrnnsnnnanes 25 mL
SOIUCION A ..o e et e e e e er e e e e aee e ae e e e et e s e e e s eatr e e s e aeees e s eaeessa nssranaaesssntesrasans 13 mL
PErSULTALO AIMONIO ..ot e e e e e e e e er e e e e e eae e enteeeas s et e e e ereeenesesaeeeanneeraeesrees 50.0 ul
10% preparado el mismo dia ~

TEMED ... e e e et et e et a et ae ettt e sae et s ea e st aeeneenranes 50.0 ul

GEL DE CONCENTRACION [<4 %]
0.125 M Tris, pH 8.3

H e ettt ettt te e e e st earaearae eeeeareeaneseesneesbeeneeanran 6.1 mL
RTe) 11Tz Lo s B B IS OO P USRS RUUPP POt 25 mL
SOIUCION A ..ot e e et e et s et b es s ibe e e e ateessbeaaseeseatessassesnssaanees s sssenaneesseeasaeensneessbeessasaernneans 1.3 mL
Persulfato Amonio ........ ettt ehe e h e et b bt a e e bR e e E eSS bR e e e ea e R shern s s 50.0 uL
10% preparado el mismo dia

TEMED ...ttt sttt a e s a s b sa b e re et 500 ulL




Apéndice 2

- Férmulas para la tincién de enzimas

ALCOHOL DEHIDROGENASA (ADH)
(Vallejos, 1983)

0.1M Tris—HC]1, pH 8.0 100 mL
0.03 % NAD 30 mL
0.02 % MTT . 20 mL
0.004 % PMS 4mL

ISOCITRATO DEHIDROGENASA (IDH)
( Weeden, 1986)

0.1M Tris— HC1, pH 7.2 100 mL
0.1% Acido Isocfirico trisodium SALT 100 mg
1.0 % Cloruro de magnesio 6H20 1 g

0.01 % MADP 10 mg
0.015 % MTT 15 mg
0.002 % PMS 2 mg

MALATO DEHIDROGENASA (MDH)
(Vallejos, 1983 modificacion de Soltls, 1993)

0.1 M Tris—HC1, pH 8.3 50 ml,
0.4 % Dl—acido etilico 200 mg
0.03 9% MAD 3 mg
0.02 % MTT 10 mg
0.004 % PMS 2 mg
GLUTANATO OXALACELATO TRANSAMINASA (GOT)

(Weeden, 1989) |

01. M Tris- CHL, pH 8.0 25mL
Acido L-aspartico 50 mL
Acido alfa-keloglutanco : 5mlL
Piridoxal —5- fosfato 2mL
Fast Blue “BB” SALT* trace

*Debe agregarse justamente después de prepararse la mezcla de los reactivos de tincion.



FOSFOGLUCOSAISOMERASA (PGI)
(Weeden, 1989)

IM Tns—HCIL pH 8
! distlilad
0.1 M Cloruro de Magnesio
Glucos-6-fosfato deshidrogenasa
D- fructosa-6-fosfato
NADP
MIT
Meldola Blue

GLUCOSA -6-FOSFATO ISOMERASA (GPI)
(Weeden, 1989)

50 mM Tris-CHI, pH 8.0

NAD

Fructuosa —6-fosfato Na salt

Glucosa —6-fosfato deshidrogenasa (NAD)
MTT

PMS

ENZIMA MALICA (ME)
(Weeden, 1989)

Agua destilada

1 M Tris malate, pH 7.2
0.1 MMgCl

L- malate ( acido malico)
NADP

MTT

ACIDO SHIKIMICO DEHIDROGENASA (SKDH)
(Weeden, 1989)

0.1 M TRIS HCI1 pH 8.0
Agua destilada

Acido Shikimico

MTIT

NADP

PMS

6-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA (6 PHD)
(Weeden, 1989)

0.1 M Tris- HCl, pH 7.2
6-Fosfogluconato
NADP

MTT

MENDOLA BLUE

ww N
HFLwuhoSN

8

A

50 mL

20 mg
20 units
10 mg
2mg

25.0mL
6.0 mg

4.0 mg
trace.



10.

11.

12.

13.

GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH)
(Stubert ct all, 1988)

0.1 M Tris-HCl, pH 8.5
Acido Glutimico

CaO

NAD

NBT

PMS

FOSFOHEXOSA ISOMERASA (PHI)
(Weeden, 1985)

0.05 M Tris-CH1, pH 8.0

D- Fructosa —6-fosfato

MfC1

NADP

MTT

PMS

NADP Depenendt Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

6-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA (6 PGD)

( Weeden, 1989)

0.05 M Tris-Cl, pH 8.0

Acido-6-fosfoglucénico

MgCl1

NADP

MTT

PMS

NADP dependendt glucose-6-fosfato deshidrogenasa

DIAFORASA (DIA)
(Stubert et all, 1988)

1M Tris-HCI, pH 8.0
Agua destilada
NAPD

MTT

2,6 DICOROFENOL

50.0 mL
150.0 mg
50.0 mg
20.0 mg
150 mg

5.0 mg

50.0 mL

50.0 mg

50.0 mg
S.0mg .
5.0mg

1.5mg
10.0 units

50.0 mL
20.0 mg
50.0 mg
5.0 mg
5.0mg

1.5mg
10.0 units

5.0mL
450mL
14.0 mg
20.0 mg



1. ZAPOTE (Pouteria sapota)

Ident.

PET-4
PET-5
PET-6
PET-12
PET-16
PET-24
PET-27
PET-29
PET-34
PET-37
PET-46
PET-53
IZA-3
IZA-3
IZA-40
IZA41
1ZA-45
AV-11
AV-16
AV-]
AV-26
AV-34
AV-46
ES-23
REU-20
REU-32
REU-33
REU-35
REU-46
REU-77
SUC-57
QUE-21 A
SMA-72
JUT-51
JUT-55Fc.
CHQ-5
QUI-1
QUI-2
HUE-12

Apéndice 3

PROCEDENCIA DE LOS MATERIALES GENETICOS

Municipio

Sn. Andrés

Sn. Andrés

Flores

Flores

Melchor de Mencos
Flores

Flores
La Libertad

- Sayaxché

Sayaxché

La Ceibita, Sn. Luis
Chinchila, Sn. Luis
Fca. Villa Phoenix
Campo 3, Amates
Ruinas, Quirigua
Ruinas, Quirigus
Rio Zarco, Estor
Tamaht

Pancaxté, Tucuri
La Tinta, Panzos
Rubel, Quiché

La Tuberia Cobéan
Secocpur, Coban
Siquinala

Sn. Sebastian

Sn. Martin Zap.

Sn. Martin Zap.

Sn .Martin Zap.

Sn .Martin Zap.

Sn .Martin Zap.
Sn. Bemardino
Coatepeque

Nica, Malacatan
La perla, Jup.
Mongoy, A. Mita
Quetzaltepeque
Rio Blanco, Sacapulas
Taltzil,Joyabaj
Cuilco

Depto.

Petén
Petén
Petén
Petén
Petén
Peten
Petén
Petén
Petén
Petén
Petén
Petén
Izabal
Izabal
Izabal
Izabal
Izabal

A Verapaz
A Verapaz
A Verapaz
A. Verapaz
A Verapaz
A Verapaz
Escuintla
Retalhuleu
Retalhuleu
Retalhuleu
Retalhuleu
Retalhulen
Retalhuleu
Suchitepeq.
Quetzalten.
Sn. Marcos
Jutiapa
Jutiapa
Chiquimula
Quiché
Quiché
Huehueten.

Altitud

(msnm)

150
100
127
127
75

150
200
190
145
212
120
110
500
400
500
500
05

500

1000
1200

305
315
455
455
455
455
455

290

250

550
50

1240
1176
1200

Long.

89°'54
89°55°
89° 53°
89° 53°
89° 09"
90° 03°
90° 03
90° 07
90° 10’
90° 05°
90° 27’
90° 25’
90° 11"
90° 10’
90° 05’
90° 03’
90° 20
90° 10
90° 02
90° 50°
90° 01’
90° 43’
90° 30
90° 39’
91° 40’
91° 39’
91° 39’
91° 39’
91°39°
91°39°
91°27
91° 57
92° 09’
94° 04
94° 50
92° 00’
9t°or’
90° 46’

90° 51°

Lat.

16° 58’
16° 58’
16° 55°
16° 55°
17°03°
16° 59’
16° 57
16° 47
16°32°
16°31°
16°11"
16° 12
15°32°
15°32
15° 19
15° 19
15°39
15°17
15°17
15220
15° 56
15°55°
15°35°
14°22°
14° 39
14° 39’
14° 39
14° 39
14°39°
14° 39
14° 31"
14° 22
14° 49
14° 20°
14° 07
14°39°
15°17
15° 59°
15°29°



14.

15.

16.

17.

FOSFATASA ACIDA (ACP)
(Stubert et all, 1988)

0.1 M Acetato de Sodio (buffer), pH 5.0
Fast Garnet GBC SALT

MgCl

Acido alfa-naftil fosfato (NAP)

PEROXIDASA (PRX)
(Vallejos, 1983)

0.1 M Acetato de Sodio, pH 5.0
0.25 % 3- amino-9-ctilcarbazol %
0.015% Cloruro de Calcio (CaCl)

Agua Oxigenada al [30%)

% se disuelve en 2 ml de N,N-Dimetilformamide

ESTERASA (EST)% %
(Stubert et all, 1988)

0.1 M Buffer Fosfato, pH 7.1
Fast buffer RR salt

Alfa - Nafiil acetato [2%)]%
Beta - Nafiil acetato [2%]%

ESTERASA (EST)
(Stubert et all, 1988)

0.1 M Buffer Fosfato, pH 7.0
Fast Blue RR salt

Alfa -Baftil acetato [2%]%
Beta- naftil acetato [2%]%

3% se disuelven en 3 mL de Acetona para ambas Esterasas

% % Esterasa que ‘fué identificada como isoenzima polimérfica y con una alta resoluci(m

50.0 mL
50.0 mg
50.0 mg
50.0 mg

50.0 mL
25.0mg
15.0 mg
30.0 mu

97.0 mL
100.0 mg

30.0mg

30.0 mg

97.0 mL
100.0 mg
30.0 mg
30.0 mg



2. INJERTO (Pouteria viridis)

ident.

CHI-6
CHI-9
CHI-11
CHI-19
SAC-2
GUA-12
GUA-15
AV-26
AV-37
AV-43
AV-45
SCV-55
SPC-2
SOL-1
SOL-4
SOL-6
SOL-7
SOL-9
SOL-7
SOL-7
HUE-7

Municipio

Parramos

Sn. Andres Itzapa
Sn. Andres itzapa
Parramos

Antigua
Magdalena, Amati.
Zona 14, Ciudad
Sn. Juan Chamelco
Sn. Juan Chamelco
Sn. Juan Chamelco
Sn. Juan Chamelco
Sn. Cristobal V.
Sn. Pedro Carché
Sta. Catarina P.
Panajachel

San Lucas Toliman
Santiago Atitlan
Sn. Pedro Atitlan

Sn. Juan la Laguna
Sn. Pablo la laguna

Aguacatan

Depto.

Chimalt
Chimalt.
Chimalt.
Chimalt.
Sacatepeq.
Guate
Guate
Alta V.
Alta V.
Alta V.
Alta V.
Alta'V.
AltaV.
Solola
Solold
Solola
Solola
Solola
Solola
Solola
Huehue

3. CANISTEL (Pouteria Campechiana)

ident.

ESC-26
ESC-27
ESC-28
BV-1

STR-31
STR-32
STR-33
STR-34
QUI-57
QUI-59
QUI-62
QUI-65

Municipio

Guanagazapa
Guanagazapa
Guansgazapa
Salamd
Taxisco
Taxisco
Taxisco
Taxisco
Sacapulas
Sacapulas
Sacapulas
Sacapulas

Depto.

Escuintla
Escuintla
Escuintla
B. Verapaz
Sta. Rosa
Sta. Rosa
Sta. Rosa
Sta. Rosa
Quiché
Quiché
Quiché
Quiché

Altitud

(msnm)

1300
1850
1859
1800
1380
1300
1500
1240
1240
1240
1240
1393
1300
1580
1550
1500
1592
1570
1580
1600
1660

Altitud
(msnm)

405
410
910
800
810
810
800
1110
1110
1110
1110

Long.

90° 50°
90° 51"
90° 52°
90° 51"
00° 44 *
90°24
90°28
90°29
90°29
90°29
90°29
90°39
90° 15
91°05
91° 08
91°14
91°05
91°12
91°18
91°15 °
91°19

Long.

90°38 °
90°40 °
90° 41 °
90°21 ’
90°28 ’
90°23 °
90°24 °
90°23 °
91°01 *
91°01 *
91°01 ’
91°01 '

Lat.

14° 40
14° 37
14° 39’
14°41°
14° 34’
14° 34
14° 37
14° 50°
14° 50’
14° 50’
14° 50°
15°21°
15°29°
14° 06°
14°15°
14° 52
14° 06
14° 04
14°07°
14° 13’
15° 20

Lat.

14° 10°
14° 06
14° 05°
15° 07
14° 05°
14° 10’
14° 11
14° 10’
15° 97
15° 97
15° 97
15° 97
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