UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE AGRONOMIA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS

CARACTERIZACION ISOENZIMATICA DE MATERIALES GENETICOS DE GUISQUIL
(Sechium edule (Jacq) Swartz) PROVENIENTES
DE HUERTOS FAMILIARES DE ALTA VERAPAZ

CN

ey
- . by
s\ . ' ‘_u") _,..\-\}'l\
L P ™
L NN
)

TESIS
PRESENTADA A LA HONORABLE JUNTA DIRECTIVA DE LA FACULTAD
DE AGRONOMIA, UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

POR

RONNY WALDEMAR ROMA ARDON

.";/ a, i'.'-' ) s
* EN ELACTODE INVEST!DURA\COMO S
INGENIERO AGRONOMO
RECURSOS NATURALES RENOVABLES

EN EL GRADO ACADEMICO DE
LICENCIADO

DROMEDAD O NSRS 12 SN CARLOS DE SeH CARLUs e v
Lmioea Central

GUATEMALA, AGOSTO DE 2003




Iyl
o/
7'(93& 3 D UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

-
RECTOR
.r
Dr. M.V. Luis Alfonso Leal Monterroso
JUNTA DIRECTIVA DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA
« DECANO: Dr. Ariel Abderraman Ortiz Lépez
. VOCAL PRIMERO: Ing. Agr. Alfredo Itzep Manuel
VOCAL SEGUNDO: Ing. Agr. Manuel de Jesus Martinez Ovalle
VOCAL TERCERQO: Ing. Agr. Erberto Ral Alfaro Ortiz
VOCAL CUARTO: Br. Luis Antonio Raguay Pirique
VOCAL QUINTO: Br. Juan Manuei Corea Ochoa

SECRETARIO: ing. Agr. Pedro Pelaez Reyes




Guatemala, Agosto de 2003

Senores

Honorable Junta Directiva

Honorable Tribunal Examinador

Facultad de Agronomia

Universidad de San Carlos de Guatemala

De conformidad con las’ normas establecidas en la Ley Organica de Ia
Universidad de San Carlos de Guatemala, tengo el honor de presentar a su
consideracién el trabajo de tesis titulado: :

CARACTERIZACION ISOENZIMATICA DE MATERIALES GENETICOS DE GUISQUIL
(Sechium edule (Jacq) Swartz) PROVENIENTES DE HUERTOS FAMILIARES DE
ALTA VERAPAZ.

Presentandolo como requisito, previo a optar al titulo de Ingeniero Agronomo en
Recursos Naturales Renovables, en el grado académico de licenciado.

Atentamente,

/alderjar Roma Ardo




ACTO QUE DEDICO

DIOS

JOSE BALDEMAR ROMA SOLORZANO
AURA ARDON DE ROMA (x SER MIS PADRES)

VICENTE JAVIER ARDON (x QUE LE HUBIERA GUSTADO VERLO)
GEORGINA AGUILAR DE ARDON (x SER MI SEGUNDA MADRE)
MARIA LUISA SOLORZANO (x EXISTIR)

EDDY JOSE, AURA WALESKA Y LUISA KARINA
(x SER QUIENES HAN SIDO SIEMPRE, MiS HERMANOQS)

TUTO, NATO, LULU, GINA, VANE, MARCE, JOSE, JESSI, LUCHO Y ALLAN
(x SER PARTE DE ESTE TRIUNFO)

TiA VIOLE, TIA ROSY, TIA CARMEN Y MI PADRING TONO SAMAYOA
{x TODO SU APOYQ Y CARINQ)

PABLO POLO, VICTOR CABRERA, FERNANDO GOMEZ, OSCAR AJANEL

OSCAR VALENZUELA, MARVIN PINEDA, MONICA GARCIA, LUIS MONTES,

JUAN CARLOS ANDRADE, LINNEQ GARCIA, DAVID MENDIETA, JORGE CHAPAS,
WILLIAM SANCHEZ, HERLESS MARTINEZ

(x SER EN LAS ALEGRIAS Y EN LAS TRISTEZAS, SIEMPRE COMPANEROS)

LAS COMUNIDADES: MILPAS, JOLOTES Y BACU, SAN JUAN IXCOY
HUEHUETENANGO (x SU EJEMPLO DE LUCHA).




TESIS QUE DEDICO

A:

Amatitlan, Paraiso de Ensuefio Robado.

La Asociacion Cristiana de Jovenes —ACJ- Amatitlan

Escuela de Parvulos “Maria Amanda lrene Lopez Reyes”, Amatitlan
Colegio Mixto “Cultura”, Amatitlan

Instituto San Ignacio -I1S1-, Guatemala

Escuela Nacional Central de Agriculiura -ENCA-, Barcena, Villa Nueva.

AGRADECIMIENTOS

Stephen Vizinczey, ha sabido proclamar gue nadie puede sobrevivir sin el apoyo de
varias persona que crean en él, por lo que retomar el informe final de tesis hubiera sido

imposible sin la generosa cercania de:

Ingeniero agrénomo Francisco Vasquez e Ingeniero agronomo Domingo Amador, por

toda su confianza y apoyo moral.

ingeniero agrénomo Helmer Avala y Doctor César Azurdia, por la asesoria brindada

para culminar este trabajo.

Ingeniero agronomo Amilcar Sanchez y Doctor Akio Ueno, por su colaboracion y

paciencia en €l uso del equipo de laboratorio.
Enrigue Steinle y Otfto Tinschert, por sus sabios consejos y su fe.... Alles ist gut .

Muchas Gracias También A: Familias Sanchez de Leén, De Ledn Escobar y Pérez

Escobar; Ulrich & Flory Reicher; Karmina Ochoa; Jan, German, Gandul y Capi .



INDICE GENERAL

INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
RESUMEN
1. INTRODUCCION
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
3. MARCO TEORICO
3.1 MARCO CONCEPTUAL
3.1.1 El Giiisquil (Sechium edule (Jacq) Swartz)
3.1.1.1 Taxonomia del Giiisquil
3.1.1.2 Descripcion de la especie
3.1.1.3 Fenologia del Giiisquil
3.1.1.4 Evidencia del origen del Giiisquil
3.1.1.5 Etnobotanica del Giiisquil
3.1.1.6 Importancia Actual v Potencial
3.1.2 Importancia de los Recursos Genéticos Vegetales
3.1.3 Generalidades sobre los huertos familiares
3.1.3.1 Definicién
3.1.3.2 Origen
3.1.3.3 Huertos Familiares y Seguridad Alimentaria
3.1.3.4 Variacion entre huertos familiares
3.1.4 Huertos familiares en Latinoamérica
3.1.5 Tipologia de los huertos familiares de Alta Verapaz
3.1.5.1 Huertos familiares de autoconsumo
3.1.5.2 Huertos familiares comerciales
3.1.6 Caracterizacion
3.1.6.1 Caracterizacién Morfolégica
3.1.6.2 Caracterizacion Bioquimica
3.1.6.3 Caracterizacion Melecular
3.1.7 Electroforesis de isoenzimas
A. Geles de poliacrilamida y almidon
B. [soenzimas
C. Isoenzimas Polimorficas utilizadas
C1.EST: Esterasa
C2.MDH: Malato Deshidrogenasa
C3.PRX: Peroxidasa
C4.SKDH: Acido Shikimico Deshidrogenasa
C5.EM: Enzima Malica
3.2 MARCO REFERENCIAL
3.2.1 Caracteristicas generales del area
3.2.1.1 Ubicacién y poblacion
A. Descripcion y localizacion de zonas de
procedencias de materiales genéticos
caracterizados '
a. Caracteristicas morfologicas de los
materiales genéticos caracterizados.
B. Caracteristicas climaticas

< E

NDOND ND 00 00~ w] ~d ST LA B B W) WD LD ) L) ) e o

19

21
23




a. Zona de Vida
b. Fisiografia y suelos
C. Flora
4. OBJETIVOS
5. HIPOTESIS
6. METODOLOGIA
6.1 Antecedentes y ubicacion del area de estudio
6.2 Colecta y transporte de la muestra
6.3 Obtencion del extracto vegetal
6.4 Preparacion de las geles
A. Gel de Almidon
B. Gel de Poliacrilamida
6.5 Cargado de las muestras
6.6 Realizacion de la corrida electroforética
6.7 Tincidén y revelacion de enzimas
6.8 Sistemas ezimaticos que se evaluaron
6.9 Andlisis de la informacion
A. Frecuencias Alélicas
B. Heterocigosis
C. Similitud Genética
7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Enzimas Polimérficas
a. Enzimas Polimérficas para Poliacrilamida
b. Enzimas Polimédrficas para Almidon
7.2 Estructura Genéetica de la Poblacion
a. Analisis de Grupos
7.3 Consideraciones acerca de conservacion in sifu
8. CONCLUSIONES
9. RECOMENDACIONES
10. BIBLIOGRAFIA
11. APENDICE

24
24
24
25
26
27
27
27
28
28
28
29
29
29
29
30
31
31
31
31
32
32
32
35
36
38
40
42
43
44
47




"

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1 Ventajas y Dificultades de la caracterizacion
Morfologica

Cuadro 2 Ventajas y Dificultades de la caracterizacion
Isoenzimatica

Cuadro 3 Ventajas y Dificultades de la caracterizacion
Molecular.

Cuadro 4 Localizacion y coordenadas de sitios de colecta
de Gilisquil, en ¢l departamento de Alta Verapaz.

Cuadro 5 Resumen de las caracteristicas de los nicleos
conformados por el fenograma de los materiales
de Giiisquil de Alta Verapaz

Cuadro 6 Comparacion de la variacion de caracteres
de Giiisquil de huertos familiares de Alta
Verapaz

Cuadro 7 Zimogramas presentes en ios materiales de
Giiisquil.

Cuadre 8 Componentes de la estructura genética de Gilisquil
Sechium edule, en dos eco-regiones de Alta Verapaz,
Guatemala.

Cuadro 9 Variacion en cuanto a niimero de accesiones por
localidad y nimero de niicleos a los que pertenecen

12

13

14

20

22

23

33

37

41

1i1



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Planta de Gtiisquil (Sechium edule (Jacq.) Swartz)

Figura 2 Ubicacion y distribucion de los sitios de muestreo
en el departamento de Alta Verapaz, Guatemala

Figura3 Zimogramas presentes Enzima Esterasa
Figura4 Zimogramas presentes Enzimas SKDH y SOD
Figura 5§ Zimogramas presentes Enzimas Peroxidasa
Figura 6 Zimogramas presentes Enzima Malica

Figura 7 Zimogramas presentes Enzima MDH

Figura 8 Fenograma isoenzimaético

v




CARACTERIZACION iISOENZIMATICA DE MATERIALES GENETICOS
DE GUISQUIL (Sechium edule (Jacq) Swartz) PROVENIENTES
DE HUERTOS FAMILIARES DE ALTA VERAPAZ

ISOENZYMATIC CHARACTERIZACTION OF GUISQUIL (Sechium
edule (jacq) Swartz) GENETIC MATERIALS’S FROM ALTA
VERAPAZ HOME GARDENS

RESUMEN

El gitisquil (Sechium edule (Jacq) Swartz), es una especie nativa de Mesoameérica,
especificamente del sur de México y Guatemala. El huerto familiar es aquel sitio que posee
limites definidos y una vivienda en general, poseyendo especies Utiles al hombre, por lo
que juega un papel importante en la conservacion de Recursos Genéticos Vegetales. El
giiisquil fue seleccionado para conducir estudios mas detallados respecto a su variacion
genética intraespecifica ya que su presencia en huertos familiares es del 52% para la zona
calida y del 100% para fa zona fria de Alta Verapaz.

Se determiné la diversidad genética de los materiales genéticos, la distribucién de la
variabilidad y aspectocs concernientes a la conservacion in situ. Para ello se colectaron 120
materiales procedentes de 26 localidades del departamento de Alta Verapaz. El protocolo
empleado fue el propuesto por Figueroa y Rodriguez. Se evaluaron siete sistemas
isoenzimaticos: Esterasa (EST), Acido Shikimico Deshidrogenasa (SKDH), Fosfata Acida
(ACP), Peroxidasa (PRX) Alcohol Deshidrogenasa (ADH), Enzima Malica (EM) y Malato
Deshidrogenasa (MDH); la ACP y ADH no produjeron resultados consistentes y facilmente
interpretables. La estructura genética de la poblacién demostré que los materiales
colectados procedentes de la zona fria son altamente heterocigoticos respecto a los
procedentes de la zona calida. El analisis de grupos mostré nicleos conformados por
materiales de ambas zonas (nucleos 2, 3, 4 y 5); los nucleos 6 y 7 poseen origen unico y el
nucleo 1 esta conformado por Sechium Compositum, demostrando que se encuentra
separado de Sechium edule. La informacién recabada pretende contribuir a determinar el
papel de los huertos familiares de Alta Verapaz y la conservacion de Recursos Genéticos

Vegetales.
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1. INTRODUCCION

El giiisquil (Sechium edule) es una especie nativa de Mesoamérica, especificamente del sur

de México y Guatemala, en donde existe su mayor diversidad genética. Se puede encontrar
distribuido en un rango altitudinal amplio desde cerca del nivel del mar hasta mas de 2000 m de

altitud. Encontrandose como cultivo en grandes extensiones o en huertos familiares.

El huerto familiar es aquel sitio que posee limites definidos y una vivienda en general (no
siempre), teniendo una mezcla de plantas anuales y perennes asi como animales, ejerciendo variedad
de funciones biofisicas y socioculturales para su propietario (15). Por tanto, es rico en especies utiles
al hombre, jugando dicho agrosistema un papel importante en la conservacion de Recursos

Genéticos Vegetales.

Por medio del proyecto “Contribucion de los huertos familiares para la conservacion in situ
de recursos genéticos vegetales” en la region de Alta Verapaz, se determiné que el giiisquil se
encuentra presente en el 52% de los huertos de la zona célida de éste departamento y en el 100% de
los huertos de la zona fria del mismo departamento (5). Por ello esta especie se seleccioné como
representativa para conducir estudios més detallados respecto a su variacién genética intraespecifica
utilizando marcadores isoenzimaticos, ya que actualmente solo es conocido que los huertos
familiares de Alta Verapaz son ricos en diversidad de giiisquil en funcién de sus caracteres

morfologicos (3).

Mediante el uso de isoenzimas se busca determinar la diversidad genética de los materiales
de giiisquil, la distribucién de la variabilidad de los mismos y aspectos concernientes a la

conservacion in sifu, con €l propdsito de determinar la contribucion de los huertos familiares de Alta

Verapaz a la conservacién de Recursos Genéticos de Giiisquil.




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El proyecto “Contribucién de los huertos familiares a la conservacion in situ de Recursos
Genéticos Vegetales” de IPRGRI-FAUSAC, pretende definir elementos para establecer programas
de conservacion de recursos fitogendticos; en ese sentido, identificé algunas especies para
desarrollar estudios de variabilidad genética, con el propésito de conocer su diversidad y distribucion

en el departamento de Alta Verapaz.

Una de las especies identificadas para tales estudios fue el giiisquil (Sechium edule (Jacq)
Swartz) el cual es cultivado en algunas regiones del pais, en extensiones considerables, cuya
produccién se comercializa en mercados locales y regionales ; asimismo, existe giiisquil cultivado
en huertos familiares, destinado principalmente para el autoconsumo, siendo comun observarlo bajo

este sisterna en la mayor parte de regiones de Guatemala.

En el desarrollo de las explotaciones comerciales los agricultores han recurrido a seleccionar
algunos materiales genéticos, lo cual ha creado una presion de seleccion en los materiales existentes,
dando como resultado la existencia de 3 cultivares que son dedicados a estas explotaciones -perulero
verde liso, perulero blanco liso y gilisquil verde con espinas- (7). La variabilidad presente en dichas
explotaciones responde al patrén de exigencia de los consumidores, sin embargo, en los huertos
familiares la variabilidad observada es mucho mayor (6). A la fecha no se tiene un estudio que
identifique realmente la diversidad genética intraespecifica, por lo cual se hace necesario realizar una
caracterizacion empleando marcadores bioquimicos, para determinar la diversidad genética

existente en los materiales provenientes de huertos familiares , posibilitando de esia forma la

elaboracion de estrategias de conservacion in situ para esta especie.




3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL
3.1.1 EL GUISQUIL (Sechium edule (Jacg.) Swartz)

3.1.1.1 TAXONOMIA DEL GUISQUIL

Es una Cucurbitacea distribuida principalmente en las regiones tropicales del mundo.
Dentro de esta familia se incluyen 118 géneros y mas o menos 825 especies. Los miembros que
constituyen a este grupo vegetal se distinguen, entre otras caracteristicas, por su habito rastrero o
trepador, la presencia de zarcillos, flores unisexuales, cuya polinizacion es realizada por insectos y
por presentar una gran diversidad estructural en el androceo y el ovario infero en las flores

femeninas del cual se pueden desarrollar las mas diversas e interesantes formas de frutos (22).

El nombre del giiisquil deriva del Nahuatl “Huisquilitl” (26). Esta especie fue domesticada
probablemente entre el sur de México y Centroamérica . Su cultivo es posible realizarlo dentro de un

amplio intervalo altitudinal que abarca desde el nivel del mar hasta los 2500 msnm (22).

3.1.1.2 DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Los giiisquiles son plantas herbaceas rastreras a trepadoras; la raiz principal engrosada
tuberiforme, con raices adventicias masivas también tuberiformes. Tallos varios originandose
simultaneamente a partir de una sola raiz , engrosados y de aspecto lefioso hacia la base, muy
ramificados y delgados aunque rigidos hacia el apice. Hojas sobre peciolos sulcados, 8-15 cm. de

largo, glabros; margenes enteros a remotamente denticulados (22).

Flores estaminadas en inflorescencias racemosas, pedunculadas, erectas, 10-30 cm. de largo;
sépalos 5, angostamente triangulares, 4-6 mm de largo, casi 1 mm de ancho; pétalos 5, verdosos a
blanco verdosos, anchamente triangulares, obtusos a agudos, 6-7 mm de largo, 2-3 mm. de ancho,
superficie externa puberulenta, la interna glandular puberulenta; estambres 5; filamentos fusionados

casi en toda su longitud, formando una columna engrosada, separdndese normalmente en 5 (22).

Flores pistiladas en la misma axila que las estaminadas, generalmente solitarias; ovario de

muy diversas formas; perianto como en las estaminadas pero mas reducido; estilos fusionados en una
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columna delgada; estigmas formando una estructura subglobosa obscuramente 2-lobada; nectarios

como en Jas estaminadas (22).

Frutos solitarios o raramente en pares sobre un pedunculo comin, carnosos, con o sin surcos
longitudinales, de muy diversas forinas (globosos, ovoides, piriformes‘,‘, periforme-alargados),
tamaiios (5-29 cm. de largo, 3-13 c¢m. de ancho) y colores, blancos, amarilles palidos a verde claro u
oscuro, inermes y lisos a diversamente armados o costados, generalmente conservando las
caracteristicas del ovario, con o sin estrias lefiosas o lenticelas; pulpa jugoso-carnosa a muy
ligeramente fibrosa, de color verde palido a blanquecino, amarga en las plantas silvestres y de sabor
agradable en las cultivadas; semilla ovoide, comprimida, lisa, germinando dentro del fruto, en las
plantas cultivadas aun estando el fruto adherido a la planta madre y en las silvestres cuando se ha

desprendido de ella (22) ( Figura 1).

3.1.1.3 FENOLOGIA DEL GUISQUIL

Las poblaciones silvestres florecen de abril a diciembre y fructifican de septiembre a enero.
En contraste, como resultado de la seleccion artificial, las plantas cultivadas muestran una amplia
gama de variacion fenologica, encontrandose algunos tipos que pueden producir hasta 4 coscchas (=
periodos de floracién/fructificacion) en un solo aiio (22). Para el caso de los giiisquiles provenientes
de huertos familiares, los giiisquiles nativos de la zona fria, son producidos entre los meses de

noviembre y diciembre. Los gilisquiles de ia zona célida fructifican en los meses de mayo y junio

(4).

3.1.1.4 EVIDENCIAS DEL ORIGEN DEL GUISQUIL

A diferencia de lo que ocurre para muchos cuitivos, no existen evidencias arqueclogicas que
permitan precisar la antigiiedad del cultivo de S. edule. Sus frutos carnosos, con una sola senilia de
testa suave, no permiten su conservacion y hasta donde se sabe tampoco se ha reportado la presencia

de granos de polen u otras estructuras de esta especie en sitios arqueoldgicos (22, 26).

Desde el punto de vista etnohistdrico, existen cronicas de la época de la conquista que
indican que, cuando menos en México, el giisquil o chayote ha sido cultivado desde épocas

precolombinas. En cuanto a las evidencias lingiiisticas, la estructura de los nombres comunes

asignados a esta especie en diversas regiones de América Latina muestra claramente que los




nombres nativos se concentran principalmente en México y Centroamérica y que, en muchos casos,

estos mismos nombres (principalmente de origen Néhuatl) ligeramente modificados son usados en
otras regiones del mundo a las que esta especie ha sido introducida. Las evidencias artisticas, por su
parte, aunque escasas, son bastante claras pues corresponden a ilustraciones de giiisquiles en piezas

de ceramica precolombina de México y Centroamérica (22, 26).

La distribucion ecogeografica de la diversidad bajo cultive de S. edule y la de sus parientes
silvestres son sin duda las evidencias mas importantes para precisar mas claramente el centro de
origen de esta especie cultivada . Los reportes de exploraciones realizadas por diferentes personas e
instituciones en varias €pocas, coinciden en indicar que la mayor variacién de gitisquil se encuentra
entre ¢l sur de México y Guatemala en zonas de altitudes entre los 500 y 15300 m. En este contexto

la especie que muestra mas similitud con el giiisquil es Sechium compositum, distribuida de Chiapas

(México) y al sur occidente de Guatemala , la cual solo presenta similitud con el giiisquil cultivado

en la estructura de los nectarios florales y el androceo (22, 26).

3.1.1.5 ETNOBOTANICA DEL GUISQUIL

El gliisquil cultivado es usado fundamentalmente como alimento humano. Los frutos, tallos y
hojas tiernas, asi como las porciones tuberizadas de las raices adventicias (especialmente en México,
Guatemala y El Salvador donde recibe el nombre Néhuatl de Ichintal), han sido y son consumidos
como verdura, lanto solos y simplemente hervidos, como formando parte de numerosos guisos.
Aunque el valor nutricional de las partes consumibles de S. edule se dice que es menor en contenido
de fibras, proteinas y vitaminas que el de otros vegetales, el contenido de calorias y carbohidratos es
alto principalmente en el caso de los tallos jovenes, la raiz y la semilla respectivamente, mientras que
el aporte de micro y macronutrientes por parte de los frutos es bastante aceptable . Los frutos, y
principalmente las semillas son ricos en aminodcidos come acido aspartico, 4cido glutdmico,
alanina, argidina, cisteina, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, metionina (soio en el

fruto), prolina, serina, tirosina, treonina y valina (22).

Algunos usos medicinales tambica han sido reportados en la literatura para esta especie, entre
los que destacan el uso de infusiones de hojas para disolver célculos renales y como auxiliar en el
tratamiento de la arteriosclerosis € hipertension y el uso de infusiones de frutos para aliviar la

retencién de la orina y los ardores de orina (22).

S



“ Figura 1. Planta de giiisquil (Sechium edule (Jacq) Swartz)




3.1.1.6 IMPORTANCIA ACTUAL Y POTENCIAL

El potencial nutritivo de las hortalizas radica en ser una fuente alta de carbohidratos y

energia. El giiisquil (Sechium edule) ocupa el tercer lugar de consumo en la dieta de la familia

guatemalteca. Se encuentra médianamente desarrollado a nivel de explotacion comercial, pero tiene
un potencial a futuro como producto de exportacion fuera del area centroamericana, y dentro del
nuevo criterio de desarrollo sostenible, las Organizaciones No Gubernamentales (ONG), impulsan
una metodologia de trabajo orientada a la organizacion y gestion de la comunidad. Esto ofrece
excelentes perspectivas para incrementar la produccion y mejorar la comercializacion de hortalizas

de consumo interno, como el caso del giiisquil, especialmente bajo el sistema de huertos familiares

(29).
3.1.2 IMPORTANCIA DE LOS RECURSOS GENETICOS VEGETALES

Los recursos genéticos vegetales son recursos limitados y perecederos, que potencialmente
son utiles al hombre como fuentes de produccién y poseedores de genes utilizados para originar
mejores variedades de plantas. Los recursos genéticos vegetales inciuyven variedades primitivas y
modernas de especies cultivadas, especies silvestres y malas hierbas afines a las especies cultivadas;
especies de valor actual o potencial y plantas surgidas de combinaciones genéticas utiles en los
programas de mejora. Constituyen la despensa de la humanidad, su importancia real como

estratégica es enorme y su pérdida una grave amenaza, a mediano y largo plazo (12).

3.1.3 GENERALIDADES SOBRE HUERTOS FAMILIARES
3.1.3.1 DEFINICION

Hay diversos conceptos y sistemas que se quieren designar como “huerte”, incluye huertos
de hortalizas, huertos mixtos agroforestales cuya produccion es destinada para la venta, huertos de
frutales, huertos de hortalizas y tubérculos manejados en forma bio-intensiva; hay lugares en donde
la “huerta” realiza el papel de la parcela agricola. Con frecuencia se encuentran diversos nombres en
Centro Ameérica para lo que se considera como huerto familiar, los mas mencionados son: huerto

casero, solar, patio, jardin, huerta y lote (23).

PROPESAD UE LA LAVERSAD O Sifluru .
Sinlinteca Cenu .




Aunque hace falta un consenso universal sobre la definicion de huerto casero, Soemarwoto y

Soemarwoto citado por IIRR/AVRDC (19) lo define como: “Uso de la tierra que posee limites
definidos y una vivienda, en general {no siempre), posee una mezcla de plantas anuales y perennes
asi como animales, ejerciendo variedad de funciones biofisicas, econdmicas y socioculturales para su

propietario”.

3.1.3.2 ORIGEN

Parece ser que los huertos familiares se originaron desde el momento que surge la
agricultura, donde el ser humano mejora las herramientas y aplica los conocimientos adquiridos
empiricamente en obtener alimentos. Al haber el ser humano avanzado en ¢l desarrollo del lenguaje,
sus herramientas, su vivienda y su organizacidn social, se inicia la agricultura con la domesticacion y
cultivos de plantas y cria de animales; lentamente el hombre transforma a la naturaleza y se
transforma asi mismo, poco a poco conoce mejor las caracteristicas de plantas y animales que le
rodean, les caza, colecta o las lleva mas frecuentemente a sus chozas o cerca de elias. El origen de
los huertos familiares remontan desde los tiempos Neoliticos, como estrategia de domesticacion de

plantas y de sobre- vivencia (12).
3.1.3.3 HUERTOS FAMILIARES Y SEGURIDAD ALIMENTARIA

El huerto familiar es un sistema de produccion de comida familiar practicado en paises en
vias de desarrollo; el hecho de cultivar un huerto garantiza o refuerza la seguridad alimenticia de la
familia, en varias maneras: 1) provision de una diversidad de alimentos frescos que contienen la
cantidad y calidad de nutrientes disponibles por familia; 2) aumenta el poder adquisitivo de la
economia en cuanto a generar ingresos debido al ahorro que significa no comprarlos y por Ja venta
del excedente de la produccion; 3) el rol que juega el huerto en la seguridad alimentaria, en tiempos

de crisis y severa escasez (23).

En Guatemala, Leiva (21) resalta la importancia de los huertos familiares en las comunidades
campesinas, en los siguientes aspectos:
A. Socioeconéomico

El ro! que juegan los huertos familiares en la economia campesina es importante, dado que el

30% de la economia campesina aproximadamente, depende de la venta de productos
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cosechados en el huerto; esta cifra corresponde a los sistemas diversos, donde se vende lefia,
madera. fruios. cultivos y plantas medicinales; ademas el ahorro que significa no comprar los
productos que son cosechados en el huerto.

B. Ecologico
Son refugio de fauna silvestre y reguladores del microclima en poblacioues urbanas y rurales,
especialmente, aquellos que estdn formados por tres o mas estratos verticales, dominados por
especies arboreas.

C. Conservacion de recursos Fitogenéticos
El valor sociocultural agregado de las especies vegetales establecidas en los huertos
familiares, es un sistema de proteccion y conservacion de especies amenazadas o en peligro

de extincion y han hecho del huerto su refugio seguro para su supervivencia.

3.1.3.4 VARIACION ENTRE HUERTOS FAMILIARES

L.os huertos familiares varian en su tamafio y estructura, segin el ambiente ecoldgico,
socioecondmico y sociocultural donde se desarrollan. Estos difieren al comparar uno de clima
templado y otro de clima tropical, uno de clima himedo respecto a uno de clima seco, un huerto de
subsistencia y otro con fines de percibir ingresos econémicos por la comercializacion de la cosecha,
un huerto de poblaciones urbanas respecto a poblaciones rurales; los huertos varian de acuerdo a sus
necesidades, oportunidades, situacion de mercado, escenas ecolégicas, cantidad de mano de obra vy

tiempo disponible del hogar (23).
3.1.4 HUERTOS FAMILIARES EN LATINOAMERICA

Estudios sobre huertos familiares en América precolombina indican especialmente la rica
tradicion de los huertos mixtos tropicales de Mesoamérica. Los mayas practicaron “la intercultura
forestal”, una mezcla de cubierta forestal de bosque tropical y cultivo; en el presente los huertos
familiares son aiin importantes en Mesoamérica, tanto en los trépicos hiimedos, semi-himedos y

semi-5ecos, ya sea para la produccion de subsistencia o para la generacion de ingresos (23).

3.1.5 TIPOLOGIA DE LOS HUERTOS FAMILIARES DE ALTA VERAPAZ
Lopez (23) define que los huertos familiares de Alta Verapaz pueden dividirse en dos tipos

>1d.zona fria, los cuales sobre

VI SUML U LA U -

de acuerdo a factores ecologicos: huertos de la zona cilida y huertos d
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la base de la funcion que le asigna el propietario al huerto familiar (cultivo més importante, densidad
a la que se encuentran establecidas las especies, destino de la cosecha, tipo de manejo, superficie

cultivada y oportunidades de comercializar) se dividen en dos categorias:

3.1.5.1 HUERTOS FAMILIARES DE AUTOCONSUMO

Son los huertos familiares donde la cosecha se destina para el consumo familiar; no se
descarta la posibilidad de venta, siempre que hallan excedentes de produccion o se presente la
necesidad y oportunidad. Su manejo se limita en la realizacion de practicas culturales; no se hace uso
de pesticidas y el empleo de mano de obra familiar se realiza conformo lo requiere el sistema. Con
frecuencia son propiedad de la poblacién que reside en comunidades aisladas de los mercados, lotes
que presentan las menores dimensiones o familias que recientemente inician el establecimicnto. No
tienen un patron definido para la siembra de especies y no es comin que una sola especie se
establezca en altas densidades. Son los huertos que sus propietarios manejan mayor numero de

especies nativas para diversos usos. Son bancos de recursos genéticos vegetales (23).

El tamafio de los huertos oscila de 0.04 ha. — 0.18 ha. Para la zona calida y 0.035 ha. - 0.24
ha. para la zona fria, respectivamente. Dentro de éste grupo se encuentra los huertos famtliares que
poseen mayor diversidad vegetal por unidad de area, presentando las siguientes densidades: entre
270 a 1000 especies/ ha. para la zona calida y 204 a 1457 especies/ ha. para la rona fria.
Correspondiendo para esta tipologia el 83% de los huertos de la zona calida y el 52% de los huertos

de la zona fria (23).
3.1.5.2 HUERTOS FAMILIARES COMERCIALES

De acuerdo a Lopez (23), corresponde a esta tipologia el 17% de los huertos de la zona calida
v el 48% de la zona fria; son los huertos que los propietarios destinan una superficie significativa del
lote para el establecimiento de uno o mas cultivos a los que se les aplica un manejo mas técnico
(siembra sistematica y en ciertos casos aplican pesticidas), se le dedica mayor mano de obra familiar
y en ciertos casos se invierten mas recursos a un cultivar en particular (en algunos casos se compran

agroquimicos y en tiempo de cosecha se contrata mano de obra).
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A pesar que a ciertas zonas del huerto se les brinda un manejo mas tecnificado, hay espacios

con alta diversidad de especies cuya cosecha es destinada para el consumo familiar (23).

Los huertos comerciales con frecuencia presentan las mayores superficies, encontrandose
para la zona cdlida de 0.06 ha. — 0.28 ha. y para la zona fria de 0.1 — 0.56 ha.; en relacion al tamafio,
son los huertos que hospedan la menor diversidad por area, con densidades que oscilan entre 221 a

783 especies / ha. para la zona calida y 104 a 460 para la zona fria, respectivamente (23).

3.1.6 CARACTERIZACION

Al caracterizar Recursos Fitogenéticos, nos referimos a estimar todos los caracteres posibles

de un individuo, asi como conocer y cuantificar la diversidad bidtica que se esta conservando (20).

En definitiva se trata de dar respuesta a las siguientes preguntas:

A. (Cuanta diversidad existe?

w

¢ Cuanta debe ser conservada?

C. ;Cuanta es relevante?

Los caracteres que se pueden estudiar se agrupan principalmente en tres grupos:
A. Morfolégicos.
B. Bioquimicos.

C. Moleculares (20).

3.1.6.1 CARACTERIZACION MORFQLOGICA

Los datos de caracterizacién y evaluacion preliminar permiten discriminar e identificar los
fenotipos conservados. Generalmente con variables de alta heredabilidad, que pueden ser deteciadas
a simple vista y que se expresan de la misma forma en todos los ambientes. Los descriptores de
evaluacion definen una caracteristica o un atributo de los fenotipos conservados, por ejemplo: color
del fruto, tamafio de la semilla, dias a emergencia, época de floracién ,etc., estos descriptores son

establecidos por comisiones de expertos, de tal forma que las caracterizaciones realizadas en
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distintos puntos sean comparables y la inclusién de los datos en las bases informaticas y el manejo

de dicha informacion pueda realizarse de una manera sencilla (20).
Dentro de las principales ventajas y dificultades se tienen (Cuadro 1).

CUADRQO 1. Ventajas y Dificultades de caracterizacion morfologica

VENTAJAS DIFICULTADES

o Datos permiten discriminar e ¢ Datos influenciados por condiciones
identificar los fenotipos conservados ambientales.

s Resultados obtenidos suelen ser e Necesario, muchas veces, esperar

congruentes. muchos afios para poder caracterizar
o Se emplea un descriptor que emplea eficientemente.

variables de alta heredabilidad, ¢ Imposible determinar el genotipo de

facilmente detectables a simple vista la planta

3.1.6.2 CARACTERIZACION BIOQUIMICA

Su variabilidad en los distintos individuos ha sido estudiada con €] uso de varias técnicas:
A. Trabajos de inmunologia.
B. Electroforesis.

C. Tinciones bioquimicas especificas (20).

Los tipos empleados para caracterizar especies vegetales son:
A. Proteinas de reserva.
B. Proteinas totales.

C. Isoenzimas (20).

Las ventajas y desventajas de la caracterizacién isoenzimética se muestran en el Cuadro 2.

R ]




CUADRO 2. Ventajas y Dificultades de caracterizacion isoenzimética

VENTAJAS DIFICULTADES
Posible utilizacién de patrones » Influencia movilidad electroforética
haploides ‘ * Tamafio poro gel
Diferente  fenotipo = diferente * pH
genotipo. e Interpretacion  requiere  conocer
La interpretacion aclara: estructura i1soenzimatica.
* No. Loci ¢ No todas las proteinas pueden ser
* No. alelos separadas y detectadas con los
Analisis no estd afectado por métodos que se conocen,
condiciones ambientales.

3.1.6.3 CARACTERIZACION MOLECULAR

o w >

O 0w »

O 0w

Los marcadores mds apropiados para describir la variacién genstica deben ser:
Heredables.

Discriminantes entre individuos, poblaciones o taxones.

Faciles de niedir o evaluar.

Proporcionar resultados comparables con otros estudios similares (20).

Pueden ser medidos en todos los taxones vegetales con muy poco material de partida:

Genomas enteros
Cromosomas.
Fragmentos de ADN o ARN.

Nucledtidos individuales (19).

Dentro de los tipos de marcadores moleculares se tienen:

RAPD’s (Polimorfismos almplificados al azar)

RFLP’s (Polimorfismos en lo largo de la cadena de restriccion).
AFLP’s (Polimorfismos en la iongitud de los fragmentos amplificados).

Microsatélites (20).

13
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Las ventajas y dificultades de la caracterizacion molecular se muestran en el Cuadre 3.

CUADRO 3. Ventajas y Dificultades de la caracterizacién molecular

VENTAJAS DIFICULTADES
o Los acidos nucléicos estan presentes ¢ Su costo es elevado.
en todos los organismos. e Estructura secundaria de ADN
¢ Los marcadores de ADN, describen puede causar variacién en algunos
genotipos. €nsayos.

e Poder decidir que genotipos tienen

prioridad en la conservacion in sifu.

3.1.7 ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS

En la actualidad para la realizacion de la mayoria de los estudios a nivel de genoma es
necesario realizar electroforesis de gel, ya que es una técnica relativamente sencilla y econémica en
comparacion con otras. Una forma de electroforesis de proteinas — analisis de isoenzimas — €s una
metodologia ampliamente utilizada en diferentes estudios de diversidad genética, biologia evolutiva

y mejoramiento agricola y forestal entre otros (25).

Se pueden observar las isoenzimas cuando los extractos de los tejidos se someten a
electroforesis en uno de los varios tipos de geles y posteriormente se sumergen en soluciones
conteniendo colorantes especificos para cada enzima. El analisis genético puede indicar que algunas
de las variantes electroforéticas son codificadas por alelos alternos en un locus, en cuyo caso los
productores alélicos se denominan “aloenzimas”. Los datos que se obtienen de las geles consisten de
un nimero de productos enzimaticos con relativa movilidad (bandas), los que con andlisis genéticos
apropiados se transforman en genotipos con un locus o multilocus para cada individuo analizado

(10).

Debido a que las isoenzimas son usualmente heredadas en forma codominante, cruces entre
individuos portadores de diferentes electromorfos producirdn una progenie F1 que mostrara los
electromorfos parentales. Adicionalmente, la F1 puede mostrar bandas hibridas no observadas en

ninguno de los progenitores, la presencia y numero de ellas depende del nimero de subunidades de
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polipéptidos en la enzima activa. Asi, para una enzima dimera, tres bandas son observadas, las dos
homodiméricas parentales y un producto adicional de movilidad intermedia o heterodimero,
compuesto por un polipéptido codificado por cada uno de los alelos parentales. En el caso de que la
enzima sea tetramera, cinco bandas son visibles en individuos heterocigéticos, dos homotetrameras
(AAAA y BBBB) y tres heterotetrameras (AAAB, AABB y ABBB). Cabe mencionar que estos son
los casos mas féciles de interpretar, sin embargo, cuando dos 0 mas estan presentes, la interpretacion

de las bandas electroforéticas se hace mas complicada (1).

A. GELES DE POLIACRILAMIDA Y ALMIDON

Los geles de poliacrilamida poseen mayor poder de resolucion que el gel de almidon. Los
geles de poliacrilamida poseen poros finos, que permiten la penetracién de moléculas de hasta un
cierto limite de tamaiio ¢ impiden la penetracion de moléculas mayores. La acrilamida, H2C = CH-
CO-NHz, es un solido solvente en agua e insoluble en solventes orgénicos no polares. Se le puede
polimerizar en 3 formas distintas; mediante calor en que se obtiene un sélido insoluble en todos los
disolventes comunes; por polimeros vinilicos de la acrilamida, de los que se obtienen un polimero
lineal soluble en agua y con co-polimerizaciéon con metilen-bisacrilamida, H2C = CH-CO-NH-CHa-
NH-CO-CH = CHz, en donde sz obtiene un material en el que las cadenas de poliacrilamida tienen
enlaces cruzados. Los monomeros que se usan en la sintesis de poliacrilamida son toxicos y deben
mangjarse con cuidado. Los puntos débiles del material son los grupos amido que pueden ser
hidrolizados a pH extremos; al hidrolizarse producen grupos carboxilo que le imparten al gel la

propiedad mas o menos de intercambiador de 1ones (14).

La separacion electroforética 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 ultimos generalmente no se emplean para -
polimorfismos enzimatico. Cuando se requiere del poder maximo de resolucién con frecuencia se
prefierc geles de poliacrilamida. Una propiedad valuable de la electroforesis en geles de
i:)oliacrilamida (PAGE) es la alternancia de la concentracion de acrilamida, entonces, se incrementa
el rango de los pesos moleculares que son separables. Otras ventajas de las geles de poliacrilamida
es la uniformidad y la transparencia, facilitando la cuantificacion densidométrica del producto
permitiendo una amplia compatibilidad de ensayos. Usualmente se requiere de poco tiempo para las

corridas (24).



16

La electroforesis en geles de almidon continua siendo lo preferido para muchos estudios que
involucran el analisis de un gran ntimero de individuos de diferentes enzimas. Entre las razones se
encuentra la simplicidad en la preparacién de la gel de almidén, no toxicidad en el material utilizado
(la acrilamida monomera utilizada por el método PAGE es un neurotéxico), relativo bajo costo de
equipo y facilidad del manejo de cargar las muestras dentro de la gel. Las muestras de gel de
almidon son homogenizadas en crudo sin centrifugar, pero el método PAGE requiere de la

clarificacion de las muestras (27).

B. ISOENZIMAS

Las isoenzimas pueden ser utilizadas para identificar distintos nimeros de genes los cuales
pueden ser usados en el estudio de diversos problemas en genética, evolucién, ecologia, asi como en
aplicaciones en agricultura. Las isoenzimas son proteinas enzimaticas generalmente localizadas en el
nicleo de la célula vegetal y que funcionan en diferentes compartimentos subcelulares, por ejemplo
cloroplastos, mitocondrias, microsomas o en el cistosol. Las isoenzimas catalizan ]a misma reaccion
enzimatica. En el estudio de las isoenzimas es necesario conocer su herencia o genética, asi como su
estructura o el conjunto de polipéptidos que componen la enzima. En las células existe un niimero
conservado de isoenzimas, el nimero de genes que determinan estas isoenzimas es el mismo en

todas las plantas, este numero se ha conservado debido a que el metabolismo se ha conservado (16).

Las 1soenzimas pueden usarse para identificar a los progenitores de una especie, lo cual es
critico para entender la evolucion de nuevos atributos en la especie y para determinar el grado de
identidad entre diferentes poblaciones. Ademas usando isoenzimas para distinguir diferentes
cultivares es posible estimar proporciones de alogamia, identificar plantas hibridas inmediatamente
después de la germinacién , sin tener que esperar hasta la floracion, en programas de mejoramiento.
Es posible supervisar los cambios en variabilidad genética en programas de mejoramiento para evitar

las consecuencias de la depresion endogamica (1).

Algunas caracteristicas de las isoenzimas son las siguientes:
A. Expresién genética codominante.
B. Identificacion rapida de alelos individuales.
C. El ntmero de alelos es generalmente alto.

D. Los efectos epistiticos o pleiotrépicos generalmente ausentes.
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E. Pueden evaluarse muchos loci isoenzimicos en un solo cruce (2).

Cuando las geles han sido sometidas a electroforesis son sumergidas en una solucion que tifie
determinada isoenzima, una 0 mas regiones de actividad enzimatica son reveladas. El patron de
bandas que se obtienen es el correspondiente fenotipo electrofor‘ético, el cual generalmente
consiste de una o mas bandas coloreadas por cada individuo analizado. Este fenotipo varia
grandemente en su complejidad, dependiendo de numerosos factores, tales como organismos,
tejido y enzima analizada. En algunos casos, esta puede ser simple, consistiendo de una banda

invariable en todas las muestras (2).

Varios factores son considerados como determinantes principales del nimero de bandas

conservadas en un gel:

A. El nimero de genes que codifica la isoenzima.
B. Estado alélico (homocigético o heterocigotico).
C. Estructura de los productos de la proteina.

D. Sulocalizacidn subcelular (en plastidios o en el niicleo) (2).

C. ISOENZIMAS POLIMORFICAS UTILIZADAS

C.1 EST: Esterasa

Segiin Stryer (32), esta enzima pertenece al grupo de las hidrolasas y forma intermediarios

covalentes enzima-sustrato. La esterasa posee un grupo reactante serina cuya férmula molecular es

OH-CH2-CH< y su tipo de intermediario covalente es el Acil éster, de la formula molecular:

0O

R-C-0-CH2-CH<

PROBEDAD DE LANNERSTAD NESEN CRRLOS L.
i~teca Centran
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Soltis y Soltis (31) establecen que las esterasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de las
grasas neutra, originando tres moléculas de 4cido graso y una de glicerol, en plantas o animales,

también denominadas lipasas.

C.2 MDH: Malato D;eshidrogenasa

Esta isoenzima cataliza la reaccion:

Malato + NAD+ = Oxalacetato + NADH + H+

Debe unirse, en primer lugar el malato con el NAD y rinde el complejo E-NAD; el malato se

combina con este ultimo, con lo que se forma el complejo ternario E-NAD-malato (31).

C.3 PRX: Peroxidasa

Segun Stryer (32), es una enzima oxireductasa que impide la acumulacién del H202, andxico

que se forma por la oxidacion aerobica de las flavoproteinas reducidas y del 02.

Una catalasa puede descomponer 44000 moléculas de peréxido de hidrégeno (H202) por
segundo. La enzima casi no muestra energia de activacion y la velocidad de reaccién parece ser
enteramente limitada por difusion. La catalasa o peroxidasa reacciona con el H202 para formar un
complejo enzima-susirato relativamente estable de estructura no determinada. Las plantas superiores

son ricas en actividad peroxidasica (32).

C.4. SKDH: Acido Shikimico Deshidrogenasa

Segun Bidwell (8), la mayoria de los compuestos fendlicos se derivan de los intermediarios
del metabolismo respiratorio a través del acido shikimico. Ciertos aminoacidos del grupo prostético
de ciertas enzimas y la sustancia estructural lignina son compuestos fendlicos. El primer
intermediario estable de importancia que tiene un anillo bencénico es el 4cido shikimico, que da su

nombre a esta via de transformaciones.

C5. EM: Enzima Milica
Esta enzima existe en las mitocondrias de todas las plantas, donde es dependiente del NAD+.

Cataliza la descarboxilacion oxidativa del Malato (34).
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3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL AREA
3.2.1.1 UBICACION Y POBLACION

El departamento de Alta Verapaz se encuentra al norte de la Republica de Guatemala y
colinda al norte con el departamento de Petén, al este con Izabal, al sur con los departamentos de
Zacapa y Baja Verapaz, y al oeste con el departamento de Quiché, tiene una extension de 8686 km?
(8 % del territorio nacional) y su elevacion oscila desde menos de 30 m.s.n.m. hasta mas de 1200
m.s.n.m., una poblacidn ( para 1999) de 781,195 habitantes, de los cuales el 90% es conformado
por indigenas pertenecientes a las etnias Quekchi y Pocomchi, siendo considerado para ese momento

como el segundo departamento en crecimiento poblacional de todo el pais (18).

A. DESCRIPCION Y LOCALIZACION DE ZONAS DE PROCEDENCIA
DE MATERIALES GENETICOS CARACTERIZADOS

El area en estudio se divide en dos zonas contrastantes.

La primera abarca 16 comunidades de los municipios de Coban (Parte centro-sur), San
Cristobal Verapaz, San Juan Chamelco ,San Pedro Carcha (una parte) y Tactic ( zona alia del
departamento de Alta Verapaz), ubicandose en la zona dc vida de Bosque muy hitmedo subtropical

frio, habrtada por indigenas Quekchies y Pocomchies.

La segunda zona abarca 10 comunidades de los municipios de Coban (parte norte), Chisec y
Fray Bartolomé de las Casas ( zona baja del departamento ), encontrdndose en la zona de vida de
Bosque muy humedo subtropical calido, habitado en su mayoria por una poblacién de origen

Quekchi.

Las localidades. Municipios, coordenadas geogréficas, altitud sobre el nivel mar y nimero
de muestras colectadas del 4rea en estudio se muestran en el cuadro 4. La figura 2, detalla con

precision la ubicacion de los 26 sitios de muestreo.




departamento de Alta Verapaz.

CUADRO 4. Localizacion y Coordenadas de sitios de colecta de giiisquil, en el

ZONA ALTA

No Localidad Municipio Coordenadas Altura{snm) No. Muestras
1. La Colonia Coban Lat 15°27° Long 90°1° 1240 4
D, Chichoj San Cristébal V. Lat 15°23° Long 90°30° 1523 8
3. las Pacayas San Cristébal V. Lat 15°29° Long 90°27° 1280 9
i3 Chamil San J. Chamelco  Lat 15°25° Long 90°13° 1560 9
5. San k. Ch. San J. Chamelco  Lat 15°21° Long 90°28° 1240 3
. San Luis San ). Chamelco  Lat 15°19° Long 90°26" 1240 12
7. Bancab San P. Carcha Lat 15°30° Long 90°14" 1340 5

. Carchi San P.Carcha Lat 15°30° Long 90°14° 1340 2
F. Chichoc San P.Carcha Lat 15°30" Long 90°15° 1340 4
10. Chiyaxji San P. Carcha Lat 15°30° Long 90°14" 1340 1
1. Raxnha San P. Carcha Lat15°30" Long 90°14" 1340 4
12, Tanchi San P.Carcha Lat 15°32° Long 90°18° 1340 |
13. Cahaboncito Tactic Lat1522" Long 90°27° 2390 1
14. Chizac Tactic Lat 15°19° Long 90°26" 1390 3
15. Giliquel Tactic Lat 15°22° Long 90°27° 1560 8
16. Tampoc actic Lat 13°19° Long 90°25° 1560 8

ZONA BAJA

No Localidad Municipio Coordenadas Altura (snm) Ne. Muestras
17. Saholom Coban Lat. 15°54" Long 90°52° 330 1
18. Salacuim Coban Lat. 15°50" Long 90°41° 300 10
19, Sn José Icbolay  Coban Lat. 15°56" Long 90°33° 250 &
D0, Sn Lucas Samox  Cobén Lat. 15°40° Long 90°33° 400 3
P1. Sta Lucia Lachud Cobién Lat. 15°57° Long 90°37° 300 2
2. Coop. Sechaj Chisec Lat. 15°46° Long 90°26° 310 5
23 El Tamarindo Chisec Lat. 15°45° Long 90°24° 450 2
4. Raxhuja Chisec Lat. 15°51° L.ong 90°02° 290 3
25. Trece Aguas Chisec Lat. 15°45" Long 90°24° 600 4
D6. Bolencéd Fray. B.d.{. C* Lat 15°47 Long 89°32° 300 2

*=Fray Bartolomé de las Casas.
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LEYENDA

* Sitios de muestree

20 0 20 40 Kilometros
s S sy T —

Figura 2. Ubicacion y distribucion de los sitios de muestreo en ¢l departamento de Alta Verapaz, Guaternala

a. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS MATERIALES GENETICOS
CARACTERIZADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos por Azurdia et a/ (6), indica que los nicleos 2 y 3, del
fenograma obtenido en base a caracteres morfolégicos, se caracterizan por tener el fruto pesado y
color verde a verde oscuro. El nucleo 5 esta conformado por materiales que en su mayoria presentan
un fruto color blancuzco (57%); el nicleo 6 estd conformado sélo por individuos de la zona fiia,
presentando frutos sin lenticela y de color verde oscuro, siendo éstas las caracteristicas requeridas
por el mercado. El nicleo 7 estd constituido solo por individuos de la zona calida, poseyendo la
mayoria de sus frutos color blancuzco o verde, lo cual no es un color comun para ia parte fria. El

Cuadro 5 detalla con mas precision los caracteres que diferencian los niicleos conformados:



Cuadro 5. Resumen de las caracteristicas de los niicleos conformados por el

fenograma de los materiales de giiisquil de Alta Verapaz.

No. Nicleo No. Acc.
1 13
2 43
3 3
4 4
5 5
6 2
7 19
8 25
9 1
10 l
1 3

Rango Peso Fruto(gr) Otros caracteres Zona Proc.
Calida Fria

228 Fruto Blanco 13

221 91% frutos color verde 4 39

145 Frutos blancos 3 o

293 Fruto forma 11 3 1

403 Fruto Verde 4 1

356 Frutos verde intenso ] 1

525 80% Frutos verde oscuro 19

188 50% Frutos verde 9 16
50% Frutos blanquecinos

65 Fruto verde claro, sin 1
lenticelas

184 El fruto mas ancho 1

866 Fruto verde claro, sin 3

lenticelas

Fuente Azurdia ef af (6).

La comparacion mas detallada entre los materiales genéticos colectados, indica que es la zona
calida de Alta Verapaz, en donde se encuentran mas formas de frutos (16 de 16 totales) respecto a
los presentes en la zona fria (11 de 16 totales). Asimismo, las formas mas comunes en la zona calida
no corresponden a las mdas comunes en la zona fria. Los frutos de la zona fria son mas
frecuentemente de color verde o verde intenso, con presencia de mayor cantidad de espinas, asi

como en promedio mas pesados que los presentes en la zona calida. El Cuadro 6 detalla con

precision estas diferencias.
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Cuadro 6. Comparacién de Ia variacién de caracteres cualitativos del fruto
de giiisquil en huertos familiares de Alta Verapaz

Caracter Zona Calida Zona Fria

Forma del Fruto Forma 6= 13% Fornia 8 = 53%
Forma 5= 13% Forma7=17%
Forma3= 4% Forma 9 = 10%
No. de Formas = 16 No. de Formas = |1

Lenticelas Ausentes = 52% Ausentes = 60%
Pocas = 24% Pocas = 23%
Intermedias = 0% Intermedias = 11%
Intensas = 24% Intensas = 6%

Densidad de Espinas Tipo 1 =26% Tipo 1 = 19%
Tipo3=18% Tipo3=17%
Tipo 5 =30% Tipe 5 =17%
Tipe 7=21% Tipo 7=25%
Tipo 9= 5% Tipo 9 =22%

Color del Fruto Blanco = 8% Blanco = 9%
Blancuzco = 58% Blancuzco = 2%
Verde =21% Verde = 42%
Verde oscuro = 13% Verde oscurps = 47%

Fuente Azurdia ef al (6).

Parte de los descriptores utilizados en la caracterizacion morfoiogica se detallan en el

Apéndice 4, y en el Apéndice 5.

B. CARACTERISTICAS CLIMATICAS

Para las 16 comunidades que se encuentran en la zona alta del departamento de Alta Verapaz,
de acuerdo a los Gltimos 16 afios de registros (1970 — 1989) proporcionados por la estacidn
meteoroldgica “Coban” situada a 1323 msnm., se reporta una temperatura maxima de 24.5°C y una
minima de 13°C, la humedad relativa es elevada durante todo el afio (88%). La precipitacion pluvial

es abundante, teniendo un promedio anual de 2074.9 mm (33).

Para las 10 comunidades que se localizan en la zona baja del departamento, segtin los tltimos
17 afios de registros (1972 — 1989) proporcionados por la estacion de medicién “San Agustin
Chixoy” situada en Chisec a 140 msnm, la temperatura maxima es de 31.4°C y una minima de

20.1°C, la humedad relativa es del 84%. La precipitacién promedio anual es de 2477.5 mm (33).
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a. ZONA DE VIDA

Segun la clasificacion de zonas de vida a nivel de Reconocimiento, realizado por De la Cruz

(11), para Ia parte alta del departamento de Alta Verapaz la zona de vida es Bosque muy hiimedo
subtropical frio (bmh-S(f)); mientras que para la parte baja del departamento de Alta Verapaz, la

zona de vida es Bosque muy humedo subtropical calido (bmh-S(c)).

b. FISIOGRAFIA Y SUELOS

La zona alta y baja del departamento de Alta Verapaz se encuentra en la region fisiografica
de Tierras Altas Sedimentarias, cuya geoforma ha sido originada por pliegues, fallas y procesos
erosivos, que crean un paisaje variado de formas de la tierra: colinas paralelas, cerros,

“resumideros”, hondonadas y planicies, tipico de la region karstica (18).

De acuerdo a Simmons et al (30), estéan presentadas las divisiones fisiograficas de los Cerros
de Caliza y las Tierras Bajas del Petén-Caribe; ambas se encuentran sobre roca caliza, ademas hay

serpentina y arcilla esquistosa.

Haciendo uso de la metodologia del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA), en el departamento de Alta Verapaz estan representadas siete de las ocho clases
agrologicas de capacidad de uso de la tierra (Clase 11, III, IV, V, VI, VII y VIII); el 61% del
territorio (4,226.39 km?) estan representados por la clase agrologica VII, lo que indica que los suelos

tienen severas limitaciones para ser destinados a la agricultura (18).

C. FLORA

Para la zona central del departamento de Alta Verapaz, las especies arboreas mas comunes -

son: Pino candelillo (Pinus maximineii), Liquiddmbar (Liquidambar styraciflua), Pimientillo

(Rapanea sp.). Para la zona norte del departamento, las especies arboreas representativas som:

Corozo (Orbingya cohune), Canxan (Terminalia amazonia), Sangre (Virola koschnyii), San Juan

(Vochysia guatemalensis) entre otras (11).
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General:

Caracterizar los materiales genéticos de giiisquil (Sechium edule (Jacq.) Swartz) provenientes de

huertos familiares, empleando marcadores isoenzimaticos

4.2 Objetivo Especifico:

4.2.1 Establecer la diversidad genética de materiales de giiisquil (Sechium edule (Jacq.)Swartz)

provenientes de huertos familiares de Alta Verapaz.

4.2.2 Conocer la distribucion de la diversidad genética de cultivares de giiisquil procedentes de

huertos familiares.

RO PitUh[]bl.LA.ﬂ: TR M LUaJ*am‘JLﬁmOQD ub‘ TEMALA
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5. HIPOTESIS

En los huertos familiares de Alta Verapaz existe alta variabilidad genética en los materiales

de giiisquil




6. METODOLOGIA

6.1 ANTECEDENTES Y UBICACION DEL AREA EN ESTUDIO

Este estudio es parte de una serie de subproyectos del proyecto denominado “Contribucion
de los huertos familiares a la conservacion in situ de recursos genéticos vegetales” de la Facultad de
Agronomia y del Instituto Internacional de Recursos Fitogéneticos (IPGRI), y es realizado en dos
regiones contrastantes en cuanto a ambiente (clima, suelo, vegetacién) y cultura (diferentes etnias)
del departamento de Alta Verapaz. La region norte en la zona de vida de Bosque muy himedo
subtropical calido habitada en su mayoria por poblacién de origen Quekchi , y la region central del
departamento en la zona de vida Bosque muy humedo subtropical fria habitada por miembros de las

etnias Quekchi y Pocomchi (5).

Durante el mes de abril de 2000 se recorrio el drea de estudio para definir las épocas
apropiadas de recoleccion de frutos, asi como las localidades en las cuales existia mayor cantidad de

huertos familiares con presencia de giiisquil.

Entre los meses de julio y noviembre de 2000, se realizd la colecta de frutos en ambas zonas
(ver Figura 2), obteniéndose un total de 120 materiales, con un promedio de 10 frutos por muestra.
Dichos frutos se separaron de acuerdo a su zona de origen y se procedié a sembrar los giiisquiles de
la zona alta (fria) en el Centro Experimental Docente de Agronomia (CEDA) y los provenientes de

la zona baja (cdlida) en la Unidad Productiva “Sabana Grande”, Escuintla. Asi también se empled

como comparador el giiisquil silvestre (Sechium compositum), con el propdsito de encontrar
diferencias y similitudes entre los materiales colectados en huertos familiares y el que crece en

forma natural en el campo.

6.2 COLECTA Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA

Se emplearon brotes tiernos, los cuales se transportaron al laboratorio en papel aluminio
debidamente identificados y almacenados en una hielera, para mantener la turgencia de las hojas.
Para evitar la pérdida de humedad de las muestras, se cortaron inmediatamente en pequefios

fragmentos, los cuales se utilizaron para la obtencion del extracto vegetal (13).
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6.3 OBTENCION DEL EXTRACTO VEGETAL (muestra)

Se tomaron de 1 a 1.5 mg. de hoja recién cortada y se homogenizaron con 850 microlitros de

butfer de extraccion en mortero frio (13). El buffer de extraccion tenia la siguiente composicion:

0.1 M Tris Hel, pH 7.5 15ml
Triton x-100 2%
Polyvinylpolypyrrilidone 5%
Sucrosa uitrapura 2%
2 — Mercaptoetanol 2%

Cada muestra vegetal se homogenizd hasta formar un extracto liquido y se trasladé a un tubo
eppendort debidamente identificado, el cual se centrifugd durante 10 minutos a bajas temperaturas.
Posteriormente, se tomaron 350 microlitros del sobrenadante de la muestra, el cual se trasladé a otro
tubo eppendorf, al cual previamente se le afiadio 50 microlitros de glicerina con la finalidad de
agregar peso a la muesira. Al llegar a esta fase, las muestras estaban listas para dar inicio a la

electroforeisis. Estas muestran podran mantenerse en congelacion hasta tres dias maximo (13, 27).

6.4 PREPARACION DE LAS GELES

La razon del empleo de los sistemas de poliacrilamida y almidén, es para el caso del primer
sistema, su alto poder de resolucién, la propiedad de poder alternar la concentracién en la misma gel,
su uniformidad y transparencia. El segundo sistema se empleé debido a que pueden teflirse un mayor
numero de geles en una corrida electroforética, simplicidad en su preparacidn, facilidad de manejo y
su no toxicidad. Existen otros dos sistemas electroforéticos (membranas de acetato de celulosa y
agarosa), pero estos no se emplean debido a su deficiente poder de resolucién para determinar

pelimorfismos enzimaticos (13, 27).

A) GEL DE ALMIDON.
Este gel se utilizé para las enzimas ME y MDH. ( ver Apéndice 1)
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B) GEL DE POLIACRILAMIDA
El sistema que se utilizd, es el sistema discontinuo, consistente en una gel de resolucién con
12% de acrilamida y una gel de concentracion al 4% de acrilamida, para las isoenzimas EST, PRX,

SKDH y SOD ( ver Apéndice 1).

6.5 CARGADO DE LAS MUESTRAS

Después de colocar las geles de concentracion ya polimerizadas en el aparato de
electroforesis, se procedi6 a afiadir el buffer de electredo frio. Inmediatamente después se depositan
entre 40 a 100 microlitros del extracto vegetal en cada pozo para geles grandes de 20 x 16 cm. Esto

se realiza con una micropipeta de 20 microlitros (13, 27).

Para el caso del almidén, el procedimiento es més sencillo debido a que después de
homogenizar las muestras se coloca una mecha de papel filtro, el cual absorbe la solucién. Después
el gel de almidon se corta separandola a 3 cm. a partir de donde se deseaba realizar la corrida, las
mechas llenas con la solucién se colocaban separadas unas de otras, dentro de esta hendidura,
después se unen las porciones del gel y se procede a colocarla en el aparato de electroforesis de

almidén (31).

6.6 REALIZACION DE LA CORRIDA ELECTROFORETICA

Para geles de poliacrilamida la corrida electroforética se realiza dentro de un ambiente
totalmente frio. El aparato de electroforesis se coloca dentro de un refrigerador a -4°C. Ademads, a
€ste aparato se le conecta un sistema de circulacion de agua fria. Se realizé la corrida electroforética
haciendo uso de una carga eléctrica de 200 voltios durante 4 horas proveniente de una fuente de

poder (13, 27).

Cuando se trabaja con almiddn, el aparato de electroforesis se colocaba en la refrigeradora, el
gel hace contacto con el buffer a través de dos esponjas colocadas en cada extremo de la gel y la

corrida se realiza con una corriente de 60 miniamperios (aprox. 120-150 V) (13, 27).

6.7 TINCION Y REVELACION DE ENZIMAS
Cuando se usa poliacrilamida, durante el transcurso de la corrida, se procedia a pesar y medir

los reactivos para tefiir dos enzimas, debido a que s6lo se corrian dos geles en cada ensayo.
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Inmediatamente después de finalizarse el tiempo de corrida, se procedia a apagar la fuente de poder
y el recirculador, y se separaban las geles en forma simultanea. Para identificar el orden de las
muestras, se le hacia a la gel un corte en la esquina inferior izquierda. En la tincion se usan 50 ml. de

la solucién reveladora de la isoenzima para cada gel (13, 27).

Para las geles de almidon, al igual que en poliacrilamida se pesaban los reactivos para tefiir
las enzimas a revelar, esto debido a que el gel tiene un grueso de alrededor de 1 cm., esta debe
cortase en delgadas laminas de 2mm. de grosor, obteniéndose alrededor de 5, de las cuales no se
utiliza la de arriba ni la de abajo. Después cada una de estas se debe tefiir con cada sistema

enzimdtico (13, 27).

6.8 SISTEMAS ENZIMATICOS QUE SE EVALUARON
Se estudiaran los siguientes sistemas enzimaticos.
Poliacrilamida:

Acido Shikimico Deshidrogenas (SKDH)

Esterasa. (EST).

Peroxidasa (PRX).

Superdxido dismutasa (SOD)*

Almidon:

A. Enzima Malica (ME)

Malato Deshidrogenasa (MDH)

OO0 w

&

* La enzima Superéxido dismutasa (SOD) es de reaccién negativa a la tincién para SKDH, debido a
esto el protocolo para esta enzima no aparece en los anexos, ya que esta enzima es visible cuando se
tifie el gel, con la solucion para revelar la enzima SKDH, la gel ademas de tefiir esta enzima queda
impregnado un poco de colorante y dentro de esta aparecen bandas de color transparentes, las cuales

pertenecen a la enzima SOD que no reacciona con este tinte (31).

Las soluciones reveladoras de estas enzimas se describen en el Apéndice 2.

-
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6.9 ANALISIS DE LA INFORMACION

A partir de los resultados obtenidos con la tincion de los sistemas enzimaticos a evaluar, se

determino:

A) Frecuencias Alélicas.

B)

C)

Las diferentes frecuencias alélicas de cada familia se refieren al niimero 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 aparece en cada familia, en porcentaje del total de bandas o

alelos.

Heterocigosis.

Se refiere al porcentaje de individuos que presentan dos alelos distintos.

La similitud genética.

Este programa fue desarrollado originalmente para su uso en biologia o taxonomia
numérica. Pero los programas han sido ampliamente usados en morfometria, ecologia y
muchas otras disciplinas (28). Un fenograma fue construido a partir de la distancia
genética, usando el método de los grupos de pares descargados por medio del programa

NTSYS.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 ENZIMAS POLIMORFICAS
Se estudiaron 7 enzimas (EST, SKDH, ACP, PRX, ADH, ME y MDH), sin embargo dos de
las siete no produjeron resultados consistentes y facilmente interpretables desde el punto de vista

genetico,

La variacién observada entre accesiones indica que el germoplasma de giiisquil es
heterogéneo, existiendo caracteristicas cualitativas que pueden ser utilizadas para la identificacion de

los materiales {Cuadro 7).

A. Enzimas Polimorficas para Poliacrilamida
Para la enzima Esterasa (EST), los resuitados mostrados indican que en ia region mas catodal
(+) existen dos genes, cada uno de los cuales posee dos alelos, coincidiendo con los resultados
reportados para frijol y tomate (3), en donde se indica que la Esterasa es una enzima monomeérica
con dos alelos. Esta enzima present6 un total de cuatro zimogramas, siendo el mas frecuente el “d”

(40% de las accesiones) y el “a” y “c” (26 y 27 % de las accesiones) (Figura 3).

Catodo (+)
— —3
Gene 1
———— | ve— —/
P Alelo A
—— —— j m—— | —/— /
} Gene 2
— — — —
—
“\.___*
a b c d Ale]() B
Ancdo (-)

Figura 3 zimogramas presentes Enzima Esterasa
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La enzima SKDH (Acido Shikimico Deshidrogenasa) es una enzima monomérica con dos alelos, el
control genético de esta isoenzima ha sido mostrado en muchas especies como tomate, chile y
petunia, en estudios de varios autores como Tanskley, Meleod y Wisjmasn, mencionados por
Azurdia e al (3). Esta enzima mostrd un total de 3 zimogramas, siendo el mas frecuente el
zimograma “a” (71% de accesiones). Al revelar esta enzima también aparece en la gel otra enzima
que es de reaccion negativa a la tincién, la SOD (superdxido dismutasa), la cual es dimérica con dos

alelos, lo cual presenta el mismo control genético en zapote (Pouteria sapota) (2). Esta enzima

mostré 3 zimogramas, siendo el zimograma “a” el mas frecuente (48%) de las accesiones. Ver

figura 4.

Catodo (+)

Anodo (-)

Figura 4 Zimogramas presentes enzimas SKDH y SOD

La enzima PRX (Peroxidasa) es una enzima dimérica, con dos alelos, produciendo un total de
tres bandas al ser heterocigética y una banda en el caso de homocigética. Dos zimogramas fueron
mostrados, siendo “a” el mas frecuente (52% de las accesiones), seguido del zimograma “b” (48%

de las accesiones). Ver Figura 5.




Catodo (+)
| m—|
—
| sem— | —
a b
Anodo (-)

Figura 5 Zimogramas presentes enzima Peroxidasa

b. Enzimas Polimérficas para Almidon
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En almidén se observaron dos enzimas polimérficas. La ME (Enzima Malica), la cual es de

naturaleza tetramérica, con cinco bandas al ser heterocigdticas, y una banda en el caso de

homocigéticas. Esta enzima presentd un total de 2 zimogramas, siendo €l mas frecuente el

identificado como “a” (90% de las accesiones). Ver figura 6.

Catodo (+)

Anodo (-)

Figura 6. Zimogramas presentes Enzima Malica
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La enzima MDH es de naturaleza dimérica produciendo un total de tres bandas al ser
heterocigdtica y una banda en el caso de ser homocigética, mostrando un total de 2 zimogramas,
siendo el identificado como “b” el mas frecuente (55% de las accesiones) y el zimograma “a” (45%

de las accesiones). Ver figura 7.

Catodo (1)
——/—/ =
| e m— |
—/
a b
Anodo (-)

Figura 7. Zimogramas presentes enzima MDH

7.2 ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION

La estructura genética de la poblacidén es determinada en gran manera por el sistema de
cruzamiento de la especie (3). Dicha estructura genética es expresada como la diversidad genética
debido a las frecuencias alélicas de los diferentes loci polimérficos, la asociacion genotipica entre

los diferentes loci y la diferenciacion genética entre las poblaciones.

La estructura genética de las poblaciones pueden ser influenciadas por uno o la interaccién de
estos factores a) el tamano de la poblacién; b) el comportamiento de los polinizadores {csto incluye
insectos, viento, etc.); ¢) la flor , en su estructura floral y/o en su arreglo, y d) la densidad de la

poblacién. (3)

Las frecuencias genéticas para los 6 loci estudiados se presentan en el Cuadro 8.
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CUADRO 8. Componentes de la estructura genética de materiales de Sechium edule,

en dos eco-regiones de Alta -Verapaz.

Region Fria Region Cdlida
Enzima Gene Alelo Frec. Heterog. Frec. Heterog.
EST 1 100 0.44 0.00
101 0.56 54% 1.00 0%
2 160 0.50 0.47
101 0.50 100% 0.53 95%
SKDH 1 100 0.50 0.37
101 0.50 100% 0.63 51%
SOD 1 100 047 (.29
101 053 62% 0.71  46%
MDH 1 100 0.62 0.26
101 0.38 76% 0.74 51%
PRX I 100 0.33 0.26
101 0.67 65% 0.74 51%
EM 1 100 0.55 0.53
101 045 89% 047 94%

Se puede observar la presencia de un par de genes Unicamente para la insoenzima Esterasa, el resto

de las enzimas evaluadas presenta unicamente un gen. Cada gen posee un par de alelos.

Al analizar las frecuencias alélicas de los materiales genéticos procedentes de la zona Fria,
existe una frecuencia mayor del 50% para el alelo 101, respecto al alelo 100 (gene 1 EST, SOD,
PRX). El alelo 100 unicamente presenta una frecuencia mayor del 50% para la enzima Malica y
MDH. En Los materiales procedentes de la zona Cilida el alelo 101 presenta el mayor porcentaje de
frecuencia (arriba del 50%) para las enzimas EST (gene 2), SKDH, SOD, MDH y PRX . El alelo

100 presenta una frecuencia mayor para la Enzima Malica, y llega a reducirse a un 0% (gene 1 EST)

-lo cual influye directamente en la heterocigosis.

La heterocigosis muestra que los materiales procedentes de la zona fria, son altamente

heterocigdticos, tal como lo muestra e} gen dos de Estera y la enzima SKDH y Malica lo cual indica
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que el cruzamiento entre los materiales procedentes de esta region es alto. Esto es esperado, debido a
que el giiisquil es una especie polinizada por insectos, asi como también al mayor nimero de plantas
de giiisquil por huerto familiar. La regién calida, presenta una baja heterocigosidad, incluso
reduciéndose a un 0% (caso gen 1 esterasa), pero en general es intermedia con valores que no
superan el 51% para las enzimas SKDH, SOD, MDITy PRX ,(a excepcion de la Enzima Matica yel
gene 2 de EST), lo cual muestra que el cruzamiento entre los materiales procedentes de esta region
se reduce debido a que el tamafio de la poblacién cuenta con un menor numero de plantas por
huerto, produciendo un efecto de aislamiento que conduce a la reduccion del cruzamiento y por tanto
de la heterocigosidad, sugiriendo deriva genética (genetic drift) come resultado del proceso de cuello

de botella (bottleneck).
a. ANALISIS DE GRUPOS

Cuando se analiza el fenograma construido en base a caracteres isoenzimdticos, se observa
que existen nucleos conformados con materiales propios de la regién cilida o fria, aunque se

presentan nucleos conformados por materiales de ambas regiones.

Como se puede observar en la figura 8 (Fenograma isoenzimatico) existe a una distancia de
0.75, siete nucleos establecidos claramente, estos nucleos responden a diferencias y similitudes
presentadas al analizarse los alelos de cada una de las isoenzimas. De estos nicleos, cuatro (2,3, 4 y
5) estan conformados por individues de la zona calida y de la zona fria, indicando de que a lo largo
del proceso de utilizacion de esta especie se ha dado un continuo intercambio de germoplasma. Sin
embargo es notorio que el nicleo 6, conformado sélo por individuos de la zona fria, y €l nucleo 7,
conformado por individuos pertenecientes a la zona calida, presentan variacion Unica. El nucleo 6
tiene como caracteristicas distintivas los zimogramas: a (en SKDH), a (MDH), ¢ (EM) y b (PRX)
(Cuadro 7). A nivel de caracteristicas morfologicas cualitativas (Ver Apéndice 3 y 4). El color
predominante es el verde oscuro y una distribucion de espinas de nula a dispersa, siendo las formas
mas comunes la 7, 8 y 9 (Ver Apéndice S). Por otro lado, el nucleo 7 presenta los zimogramas: ¢
(SKDH), b (MDH), a (EM) y a (PRX), (Cuadro 7) y a nivel de caracteristicas morfologicas
cualitativas (Ver Apéndice 3 y 4), predominan los colores blancuzco y verde, la distribucidn de
espinas es dispersa, teniendo una densidad de espinas de intermedia a muy alta. Las formas mas

comunes son la 5, 7y 10 (Ver Apéndice 5). Caso aparte es el analisis del niicleo numero 1, el cual
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mostrd que la especie silvestre emparentada del giiisquil (Sechium .compositum) esta completamente
separada del resto de materiales de giiisquil proveniente de huertos familiares, ya que ésta especie es
la que conforma dicho nucleo, por tanto demuestra que existen claras diferencias entre los materiales
procedentes de huertos familiares de Alta Verapaz y el giiisquil silvestre, que crece naturalmente en

el sur-occidente de Guatemala y el sur de México.

7.3 CONSIDERACIONES ACERCA DE CONSERVACION IN SITU

El sistema de cruzamiento del giiisquil es de tipo entoméfilo, lo cual define que esta especie
sea de polinizacion abierta. Se sabe que las poblaciones de polinizacién abierta tienen mayor
diversidad dentro de la poblacién que entre poblaciones, por tanto se debe de tratar de conservar el
mayor numero de individuos dentro de una poblacion antes que varias poblaciones. Sin embargo,
para el giiisquil en huertos familiares no existen poblaciones verdaderas dentro de cada huerto, lo
cual también se ve afectada porque cada huerto familiar actiia como una unidad separada (factor

aislamiento) debido a la estructura propia del huerto asi como al manejo que le es proporcionado por

parte de los propietarios.

Por efectos del tamafio reducido de las poblaciones de gliisquil en huertos familiares, estas
pueden sufrir “inbreeding depression”, lo cual conduce a la pérdida de vigor y fecundidad dentro de
la poblacién y la disminucion de la variabilidad genética intraespecifica. De acuerdo a Frankel &
Soule (1981) citados por Guarino y Hoogendijk (17), el tamafio minimo de una poblacion es de 500
individuos para mantener la diversidad genética, balancear la tasa de mutaciones y reducir los
efectos de la deriva genética. Ademas 50 individuos son suficientes para minimizar los efectos de la
“inbreeding depression”. Es obvio que este tamafio de poblacién no se puede alcanzar a nivel de
huerto familiar para el caso de giiisquil, por tanto es necesario pensar en la distribucién de la

diversidad genética a nivel eco-regional como primera aproximacién.

Brown & Marshal (9) proponen un nimero de 50 sitios por cada eco-regidn para efectos de
conservacion in situ. Por tanto permite adelantar que la conservacion in situ debe enfocarse en un

alto nimero de huertos familiares caracterizados por pocos individuos.

De a cuerdo a lo anterior, se propone establecer un sistema de huertos familiares localizados

en dos eco-regiones (calido y frio), ya que el factor ambiental define en parte la variabilidad presente
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en cada una de ellas, por tanto es valedero asumir que se debe hacer una unidad de conservacion in
situ para ambas regiones. De esta forma, en el cuadro 9 se resume las caracteristicas de cada uno de
los nucleos conformados, siendo notorio que accesiones dentro de una misma localidad se
distribuyan en diferentes nucleos del fenograma, localidades como Salacuim, San José Icbolay y
Raxhuja son las mas variables para la zona célida y Tampoc, Chichoc y éan Luis las mas vanables

para la zona fria.

CUADRO 9. Variacion en cuanto a nimero de accesiones por localidad y niimero de niicleos a

los que pertenecen.

Region Cailida

Localidad No. Accesiones No. Nicleos No. Nuc./No. Acc.
Salacuim 9 4 (.44
Sta. Lucia Lachua 2 1 0.5
Sn. José Icbolay 5 3 0.6
Coop. Sechaj 4 2 0.5
Raxhuja 3 1
Media ' 0.6/

Region Fria

Localidad No. Accesiones No. Nicleos No. Nuc./No. Ace.
Chichoc 4 2 0.5
Tampoc 5 3 0.6
San Luis 6 3 0.5
Media 0353

En cada una de las localidades anotadas se¢ debe de tomar el mayor niimero de huertos
familiares de tal manera que la poblacion real (la sumatoria de plantas de giiisquil presentes en todos
los huertos) sea lo mas grande posible. De esta manera se puede aplicar el concepto relativo a
especies con polinizacidn abierta, el cual indica (como ya se dijo) que en estas especies la mayor
diversidad genética se encuentra dentro de la poblacién antes que entre poblaciones. Por tanto se

espera, tener més individuos de giiisquil en una localidad antes que seleccionar mas localidades.
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8. CONCLUSIONES

Las frecuencias alélicas mostradas por las isoenzimas Esterasa (EST), Peroxidasa (PRX),
Acido Shikimico Deshidrogenasa (SKDH), Superéxido Dismutasa (SOD), Malato
Deshidrogenasa (MDH) y Enzima Malica (ME), demuestran que los materiales genéticos de
giiisquil procedentes de la Zona fria del departamento de Alta Verapaz, poscen una alta
heterocigosidad respecto a los materiales procedentes de la Zona Calida del mismo

departamento.

El fenograma obtenido demostrd que existe diversidad genética compartida entre la zona fria
y la zona cdlida de Alta Verapaz, al existir nucleos conformados por materiales de ambas
zonas (nicleos 2 ,3 4 y 5). Ademads, existen nicleos conformados solo por individuos de la
zona fria (nucleo 6) y niicleos solo conformados por individuos de la zona célida (nucleo 7),
que seria importante considerarlos en colecciones nucleares y en estrategias de conservacicn

in situ.

El giiisquil silvestre (Sechium compositum) se encuentra completamente separado del resto

de materiales de giiisquil, por tanto demuestra que existe poca similitud entre los materiales
procedentes de huertos familiares de Alta Verapaz y el giisquil silvestre que crece

naturalmente en el sur-occidente de Guatemala y el sur de México.
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9. RECOMENDACIONES

Incrementar el numero de sistemas enzimaticos polimorficos. De esta manera se podran

obtener resultados mas confiables, al contar con un mayor numero de datos para ¢l analisis.

Desarrollar estudios genéticos sobre la Determinacion de la tasa de cruzamiento y la
estructura genética de poblaciones de giiisquil provenientes de huertos familiares de Alta
Verapaz, ya que esto permitira definir el tipo de mejoramiento genético a utilizar y las

metodologias de muestreo y conservacion.

Realizar el analisis molecular, por medio de AFLP’s, ya que esta metodologia es de alta
confiabilidad en estudios de especies en las que poco o nada se ha evaluado a nivel

molecular.

Es necesario complementar el estudio con investigaciones relativas a otras especies
importantes del huerto familiar para, de esta forma, estar seguro de que se estd conservando
la mayor cantidad de especies posibles dentro de una misma unidad. De esta forma se
resaltaria ain mas el valor de ios huertos familiares para el departamento de Alta Verapaz ,

en su contribucidn a la conservacion in_ situ de Recursos Genéticos Vegetales.
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SOLUCIONES MADRES PARA PREPARAR GELES DE POLIACRILAMIDA (Laemmli, 1970)

SOLUCION A.

SOLUCION B.

SOLUCION C.

SOLUCION D.

APENDICE No. 1

Acrilamida/ bis (30%T, 2.6%C)
87.6 g. acrilamida (29.2/100 ml)
2.4 g. de NN'-bis-methylene-acrilamide (0.8g/100ml)

48

Hacerlo en 300 ml. con agua destilada. Filtrar y almacenar a 4°C en

oscuridad (tiempo maximo: 30 dias).

1.5M Tris-Hcl, pH 8.8
27.23 gr. Tris Base (18.15 g/160 ml)
80 ml de agua destilada.

Se ajusta a pH 8.8 con HCI 1 N. Hacer 150 ml con agua
destilada y almacenar a 4°C.

0.5 M Tris-Hel, pH 6.8
6 gr. De Tris Base.
60 ml. de agua destilada.

Ajustar a pH 6.8 con HCI 1 N. Hacer en 100 ml con agua
Destilada y almacenar a 4°C.

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 precipitacion. Diluir 60 ml. de Stock 5X
en 240 ml. de agua destilada para una corrida electroforé-
tica.

Ll



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

Agua destilada 20 ml.
Solucién B. ' 15 ml.
Solucién A. 24 ml.
Persulfato de Amonio 0.3 pl.
(10% preparado el mismo dia)

TEMED 0.020 pl.

GEL DE COMPACTACION (4%) DE POLIACRILAMIDA
(STACKING GEL)
6.125 M. Tris, pH 6

Agua destilada 10 ml
Solucién C 4 m]
Solucién A 2 mi
Persulfato de Amonio 0.3 ul.
(10% preparado el mismo dia)
TEMED 0.020 pl
GEL DE ALMIDON
Starch potato 43.2 gr.
Agua destilada 2525 mi

Tris Citrato pH 6.5 7.5 ml
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APENDICE No. 2
FORMULAS PARA LA TINCION DE ENZIMAS (Soltis 1989)

. ACIDO SHIKIMICO DESHIDROGENASA (SKDH)

0.1 M Tns HCI, pH 8. 5.0 ml
Agua destilado 45.0 ml
Acido Shikimico 25.0 ml.
MTT 5mg
NADP 5mg
PMS 1 mg
. ESTERASA (EST)

Buffer fosfato 0.1 M pH 7.0 50 ml
Fast Blue RR salt 50 mg
* Alfa-Naphthyl acetato 25 mg
* Beta- Naphthyl acetato. 25 mg.

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

. MALIC ENZIME (ME)
Agua destilada 22.5ml
0.1 M MgCl2 2.5 ml
1 M Tris Malate pH 7.2 2.5ml
Acido Aspartico 10 mg
NADP 3 mg
MTT 3mg
Meldola Blue Traza

. MALATO DESHIDROGENASA (MDH)

50 mM Tris HCI, pH 8.5 50 ml
NAD 10 mg
Acido Malico 150 mg
MTT 10 mg
PMS 2 mg
. PEROXIDASA (PER)

0.1 M Acetato de Sodio pH 5.0 50 ml

* 0.025%- amino- 9 etilcarbazol 25 mg
0.015% Cloruro de Calcio (CaCi2) 15 mg
Agua oxigenada (30%) 0.600 ml

Se disuelve en 2 ml de N,N-dimetilformamida.
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APENDICE 3

VARIABLES CUANTITATIVAS Y CUALITATIVAS CONSIDERADAS PARA
EL ANALISIS DE GRUPOS DE GUISQUIL (Sechium edule)

Nc | Peso | Largo | Ancho | Grueso | Forma | Lenti- | Surcos | Dens. | Distr. | Largo | Rigidez | Color
{gn | {em) | {cm) | (cm) celas Esp. Esp. Esp. Esp.
11245 ({13.0]6.20 | 4.90 1 1 4 7 3 1 1 2
2 1404 [16.1]7.50 | 6.00 2 4 4 7 3 1 1 3
31188 (1067593 | 4.90 3 1 4 7 3 3 3 2
4 1149 |955(542 | 458 3 1 4 7 3 1 3 2
5265 {11.7]6.50 5.50 3 1 3 1 0 0 0 2
6 | 254 [11.5|6.65 ] 555 3 2 4 1 0 0 0 2
8 | 258 [10.3|7.15| 590 4 2 4 3 1 1 2 2
9 | 279 [13.2]6.63 | 513 P 1 6 7 3 5 3 2
10| 287 |12.2|6.13 | 5.30 1 1 4 5 3 3 3 2
11] 240 | 10.0} 6.40 | 580 4 2 2 3 1 1 1 3
12 197 [12.0] 5.28 | 4.38 5 1 4 1 1 1 3 1
131299 {122 | 6.06 | 5.90 6 2 4 7 3 5 3 3
14| 190 {10.8| 5.90 | 4.33 6 1 2 3 3 3 1 2
151274 {116 6.60 | 5.70 6 1 4 3 3 3 1 2
16 221 |10.8] 6.50 | 4.50 7 1 4 5 3 3 3 2
171209 1786|6231 6.10 8 4 2 1 1 1 1 3
18 152 1105|1490 393 | 10 1 2 3 1 1 1 1
19| 398 {185]6.23 | 5.30 | 11 4 4 5 1 1 1 3
20| 285 113.3,6.16 | 4.80 1 1 1 7 1 3 1 1
211219 1106] 565 | 5660 7 1 2 1 3 1 3 2
221303 1163550 | 450 | 11 2 4 5 3 3 3 2
24| 264 | 13.3|6.10| 570 6 2 6 5 3 3 3 2
251336 |12.0[7.50 | 5.75 1 4 4 5 1 3 1 3
26| 176 [10.8| 5.46 | 4.67 7 4 4 1 1 1 1 3
271246 (115750 | 7.50 13 1 4 9 1 1 3 2
28| 335 [135|7.20| 5.30 5 4 2 5 3 1 3 3
291 112 1550|5751 4.50 9 1 1 1 0] 0 0 4
301 290 1159650 | 5.30 12 2 6 5 3 3 3 2
321 242 11221633 | 543 6 4 4 5 1 3 3 4
33| 240 |14.516.50 | 450 5 4 2 3 3 1 1 4
34 361 |11.6!780| 6.33 15 4 6 3 3 1 3 4
35| 172 |9.16 | 586 | 5.18 4 1 6 1 1 0 0 2
36| 427 {158 7.30 | 550 5 1 2 7 1 1 3 2
38| 235 1107 | 6.50 | 475 1 2 2 5 1 1 3 2
45|1654 | 7.1 | 440 | 4.00 1 3 5 5 3 1 1 4
46) 149 | 85 | 6.30 | 17.0 8 1 2 7 3 3 1 4
481 665 115.0] 9.70 | 8.50 8 1 2 S 3 5 1 3
49| 257 | 8.7 | 7.70 ] 6.40 8 2 2 5 3 3 3 3
50 164 | 8.0 | 6.60 | 5.90 8 2 2 7 3 1 3 3
53| 268 [ 11.0| 750 | 6.30 7 1 4 9 3 1 3 3
54| 297 |111.0] 8.00; 6.60 8 1 1 3 1 1 1 3
951188 |11.0]1 660 | 570 7 1 6 1 0 0 0 4
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No | Peso | Largo | Ancho | Grueso [ Forma | Lenti- | Surcos | Dens. | Distr | Largo | Rigidez | Color
(ar) { {€m) | (cm} | (cm) celas Esp. Esp | Esp. Esp.
611 63 | 75 | 43 39 5 3 2 1 0 0 0 3
66| 270 | 10 | 7.4 6.1 B 4 1 1 0 0 0 4
84| 96 |76 | 64 52 8 1 4 9 3 5 3 4
85{159 | 83 | 6.9 55 8 1 6 3 1 5 1 3
86| 199 | 87 | 74 53 8 1 4 5 3 5 3 3
B7{281 1] 10 | 7.4 6.3 7 1 4 1 0 0 0 4
88196 | 91 | 71 58 8 1 2 9 3 3 3 4
891150 | 7.6 7 57 9 1 6 7 3 1 1 4
88| 210 | 9 6.9 59 8 1 2 9 3 1 1 4
991149 | 84 | 6.2 56 8 2 2 7 3 3 3 3
1021 418 | 11 g2 8.1 8 1 4 5 3 1 1 4
03| 769 | 16 | 10.2 | 8.9 7 2 1 7 3 3 3 3
105( 221 | 86 | 66 6.6 8 1 1 5 3 5 1 3
06| 435 | 12 | 9.6 7 8 2 4 5 1 3 1 3
0] 347 | 12 | 8.3 6.8 8 1 6 5 3 3 3 4
47 461 | 12 9 8.1 8 4 1 9 3 1 3 4
50181 | 15 6 58 11 1 4 5 3 1 1 3
1161 638 | 17 ] 84 5 1 1 7 3 5 3 3
171410 | 12 | 89 7.9 4 1 2 1 0 0 0 2
18] 408 | 13 | 8.7 75 |. 7 1 2 1 0 0 0 2
M9 417 | 92 | 8.9 8 9 1 4 7 1 3 3 1
1201 425 | 12 | 8.9 7.4 8 2 1 7 3 5 1 3
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APENDICE No. 4

DESCRIPTOR DEL FRUTO DE GUISQUIL (Sechium edule (Jacq) Swartz)

1. Peso del fruto (gramos)

2. lLargo del fruto (cm).

5. Forma del fruto (Ver Apéndice 5).

6. Presencia de lenticelas

1 Ausentes 2 Pocas 3 Intermedias 4 Densas

7. Presencia de surcos.
1 Ausentes
2 Superficiales
4 Intermedios
6 Muy profundos.
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8. Densidad de espinas

1. Ausente 3 Muy pocas 5 Pocas 7 intermedio 9 Muy Alta

9. Distribucion de espinas.
0 Ausencia de espinas
1 Dispersas
3 En surcos

10. Largo de espinas.
0 Ausencia de espinas
1 corto
3 Intermedio
5 Largo

11. Rigidez de espinas.
0 Ausencia de espinas
1 Suave
3 Rigida

12. Color dei fruto
1 Blanco
2 Blancuzco
3 Verde
4 Verde osCUro




.IA

55

APENDICE No. 5

FORMAS DEL FRUTO DE GUISQUIL {Sechium edule)
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