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RESUMEN 

Se estandarizó un sistema de análisis electroforético en 

geles de poliacrilamida, para la evalu~ci6n d-e isoenzimas 

polimórficas en ~actris ~asipaes. Se estudiaron las siguientes 

enzimas : ADH, GOT, HE, G6?DH , PRX , ES'l' , OIA, ACP, MDH , SOD~ 

PGI, FGN en S tejidos con 5 razas de pejibaye provenientes de 

Brasil , costa Rica 1 Panamá , Bolivia y Perú . 

Por ser los tejidos de pejibaye muy fibrosos , el proceso de 

hogeneización de la muestra resultó laborioso. Se maceró 1.5 g 

de muestra en ~arteros preenfriados con soluc i ón de extracci6n 

fosfato 0 . 1 M pH 7 . 5 (Modificación Baaziz & saaidi 19SS) , se 

centrifugaron por 20 minutos a 15,000 g a 4°C ; el tejido que 

di6 mejor resultado fue la hoja y la r.~ejor temperatura de 

almacénamiento fue -?O oc . Para c~da enz i-ma se encontraron 

diferentes condiciones de concentraci6n del gel, sol.uci6n 

tampón del tanque y carga por pozo. Las enzimas G6PDH , PRX, 

PGI , PGM mostraron alta resolución ¡ ADH y GOT no funcionaron 

con el sistema de análisis electroforético y de revelado 

estandarizado en este estudio . Se observó polimorfismo en el 

80% ~e las enzi~as estudiadas . En el análisis de cohglomerados 

se establecieron relaciones de grupo entr e las razas de Costa 

Rica y Panamá ~ las razas de Brasil y Bolivia , mientras la raza 

de Perú se ubicó independientemente . 

vii 



LISTA DE CUADROS 

CUADRO 1. Lista de razas según procedencia y ubicación en 

el banco de germoplasma en Guápiles,C.R. ~6 

CUADRO 2. Métodos de electroforésis obtenidos par~ 10 en~i~as 

con extractos foliares de pejibaye . ____________________ 30 

CUADRO J . Actividad, resolución y polimorfismo obtenido con 12 

enzimas con extractQs de boja de pejibaye . 33 

CUADRO 4. Evaluación de zimoqramas isoen~imáticos obtenidos oon 

extractos de hoja de pejibaye 3 7 



LIS~A DE FIGURAS. 

Fig. ).. Mapa de distribución actual del pejibaye en América. 

Tropical . 3 

Fig. 2A. Zimogra.ma sintético PRX 36 

B. Zimograma gel 1 revelado con PRX 36 

Fig. 3A. Zimograma sintético EST 38 

B . Zimograma gel 2 revelado con EST 3B 

l'ig. 4A. Zirnograma sintético ACP 40 

B. Zímograma gel 1 revelado con ACP 40 

Fiq. SA. Zimoqra.ma sintético DIA 42 

B. Zimog.rama gel l revelado con DIA 42 

Fiq. 6A. zimograma sintét ico MOK C.3 

B. zimograma gel 3 revelado con MDH 43 

Piq. 7·A. zimograma sintético G6PDH 45 

B. Zimograma gel 3 revelado con G6PDH 45 

Fig. BA. Zimograma sintético PGI "' 
B . zimograma gel 3 revelado con PGI 47 

Fiq . 9A. zimograma sintético son 48 

B. zimograma gel 2 revelado con SOD 48 

Fig. ~01\. zimograma sintético t>GM so 

B. Zimograma gel 2 revelado con PGM so 

ix 



Fiq. l. l. Relaciones de similitud fenotipica. con PRX entre 

las 5 ra~as de pejibaye estudiadas ' 51 

Fig. 12. Rela.oiones de similitud fenotipica con EST entre 

las S razas de pejibaj'e estudiadas 52 

Fig . 13. Rel aciones de similituci fenotipica con ACP entre 

las S razas ele pejibaye estudiadas 52 

Fiq.l-4. Relaciones de similituci tenotipic:a con G6PDH en u e 

las S razas de pejibaye estudiadas 53 

Piq.1S. Relaciones de similitud fenotipica con MOR entre 

las S razas de pejibaye estudiadas 53 

Fiq. l6 . Relaciones de similitud f.enotipica con DI .A entre 

las S razas de pejibaye estudiadas 54 

.Pic¡.~7. Relaciones de similitud fenotípica con "PGI entre 

las 5 ra zas de pejibaye estudiadas 54 

Fig.l8. Relaciones de similitud fenotipica con soo entre 

l as 5 razas de pejibaye estudiadas 55 

Fiq.l9. Relaciones de similitud fenotípica con PGM entre 

las 5 ra<zas de pejibaye estudi«\das SS 

Fig.2 0. Relaciones de similitud fenotípica entre . las 5 razas 

de pejibaye establecida con base en el total de 

isoenzimas estudiadas 56 

X 



LISTA DE ~BREVIATURAS 

BSA = ~lbumina suero de bovino 

OTT = DL- d i tiot~eitol 

DMSO = Dimetil sulfoxido 

G6PDH Glucosa 6- fosfato deshidrogenasa 

NAO = Nicotinamida adenina dinucleotido 

NADP = Nieotinamida adenina dinucleotido fosfato 

NADH = Nicotinamida adenina dinucleotido ( reducida 

HTT 3- (4,5-dimetiltiazol-2,5-di fenlltetrazolio-bromuro) 

MgC12 = Cloruro de magnesio 

PMS = Fenacina metasulfato. 

PVP-40 Polivinil pirrolidona 

Tri ton X l OO = detergente aniónico 

TEMED = N,.N,N' - tetrametilenodiamina 

BO = Bol ivia 

BR = Brasil 

CR - costa Rica -
PA = Panamá 

PE = Perú 

xg = gravedades 

x i 



PREFACIO 

La presente tesis pa ra optar al grado de Magister Scientiae 

está escrita en capttulos divididos según las normas del 

reglamento de tesis del Siste~a de Bstudios de Posgrado de la 

Universidad de Costa Rica . 

El capitulo primero fue escrito de acuerdo con el formato de 

publicación empleado por la Revista de Biologla Tropical de la 

Universidad de Costa Rica . 
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El peji baye , cachipay o p i j i b a y (Bactri s {Guilielma ) 

gasipg e s Kunth. ) perte ne ce a la Familia Pa lmae a, Arecaceae y 

parece ser el único grupo de palmas domesticadas de América con 

potencial económico (Lleras & Coradin 1983) • Es una planta qu e 

ha tenido gran relevancia para diversas civilizaciones 

precolombinas del Trópico Húmedo Americano , ya que constituyó 

uno de los alimentos bás ícos de su dieta y pélra al()Unos 

representaba un simbolo religioso (Mora - Urpi 1924) . 

De e.sta palmera se emplea actualmente el fru to y el 

palmito . El fruto de peji baye es rico en v i tamina A 1 almidones , 

aceites insaturados y pr oteínas y se utiliza para el c ons umo 

huma no y animal {Blanco et ª-.l 1990 ; cooz 1984 ; Murillo ~ al 

1983) . El palmito o corazón de palmera se obtiene de la sección 

apical del tallo y la base de las hojas embrionarias . Posee un 

alto contenido de fibra y constituye un platillo de 11 gourmets11 

de amplia aceptación en el mercado nacional e internaciona l 

{Hora - Urpi 1990 ; Ama}'a et ª-.1 1984}. 

Hoy en d l a 1 Costa Rica cuenta con el mayor banco de 

germoplasma de pejibaye e n el mundo . Pa ra e xp l otar la riqueza 

de los recursos genét icos d isponibles en e l banco de 

germoplasma d e Bactr~ ~sipaes 1 se requiere desarrollar 

marcadores bioquimicos y moleculares que permitan un análisis 

gen~tico completo de este banco, como complemento de aque llos 

marc adores morfológicos tradicionalmente utilizados . 
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1.1 ~ 

El pejibaye es una planta propia del T~ópico Húmedo 

Americano; se encuentra desde el nivel del mar hasta los 1000 

msnm y se distripuye. ele. manera nat\lral de Oarién en Panamá 

ha~ta la Provincia de Sahta cruz e.n Bolivia y el ~stado de 

Rondonia y posiblamente J•fatto Grosso en Brasil. Su aparición 

natural tnás a l. norte de Cent!"o América aún no ha sido 

contirmada, aunque se le cultiva desde hace posiblemente varios 

milenios hasta e.l Noreste de Honduras (Fig . 1) {~1oTa-Urpi 

1992) • 

Los lim~tes de esta distribución están rnarcados por varios 

aspectos : l - los extremos de las rutas migratorias de aquellos 

indfgenas que practicaron su cultivo¡ 2 - una precipitación 

menor de 2500 1t1m anuales; 3 - periodos estacionales secos 

mayores de ~ mes2s ; 4 - températúras anuales menores de 2~ac 

para las poblaciones naturales y 2oac para aquellas cultivadas ¡ 

5 - y por zonas pantanosas (Mora-Urpl ¡984 ¡ camacho 1976J . 

La distribución natural de las semillas es llevada a cabo 

a cortas distancias por aves, roedores y otros .rnamiferos y 

quizá sean transportadas a dis~ancias un poco mayores por el 

agua (Mora -Urpi 1992} . 

El pejibaye parece adaptarse a una amplia gama de 

condicionas ecológicas d~ntro de la zona tropical (Camacho 

1976) . En Costa Rica las principales áreas de producci6n del 

cultivo de pejibaye son San Isidro del General, Buenos Aires, 
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Fig 1 . DISTRIBUCION ACTOAL DE BAct 

"' 11 
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... "' ... "' IAASIL A ¡.. 

qasipaes EN AMERICA 

TROPICAL. FUENTE : Mora - Urpi , 1993. En prensa. 
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La cuesta , Upala , Guápiles , Tucurrique y Horquetas (Mora-Urpi 

1990 ¡ Arroyo 1990) . 

1. 2 ORIGEN X POMESIICACIQN 

El origen del pej ibaye ha sido un terna controversial. 

varios autores han propuesto diversas teorlas sobre el origen 

de esta especie, por ejemplo : Bates (1962) y Wallace (1853) 

comentan que el pejibaye no es originario del Amazonas. 

Vavilov (1951) propone la región de Los Andes como e l 

centro de origen de esta especie ; Prance (1982) señala que es 

el Amazonas y que la expansión hacia Centroam~rica se di6 en la 

época precolombina a través de los Andes. 

Moore (1973) sugiere que el Noroeste de sur América p udo 

haber sido el centro de origen de las Palmas y que el pejibaye 

obedeció ese patrón de distribución, y que luego la especie se 

extendió a lo largo de las faldas de los Andes de Bolivia a 

Panamá . 

LLeras y Coradin (1983) 1 proponen que Bactris gasipaes 

muestra 3 regiones de especiación : 1 - Reg ión Atlántica Norte 

y Suroeste de Costa Rica - Noroeste de Panamá ; 2 - limite Oeste 

del Amazonas , Venezuela, Sur de Colombia1 Noroeste de Perú y 

Ecuador y 3 - Delta del Amazonas . 

Mora - Urpi {1992) sugiere que el pejibaye es una planta 

nativa de una extensa región del Trópico Húmedo Americano, que 
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fue domesticada por diversas tribus a partir de varias especies 

silvestres ; su po!;terior difusión indujo hibriftaciones que 

contribuyeron al aumento de su diversidad . El pejibaye 

cultivado se considera una 11 especie sintética11
, cuyo origen 

obedece a un producto de selección artificial e hibridación 

entre razas o especies hermanas (Mora -Urp1 19B4) . 

L ( 'f~XON9MI 

Las palmeras son un grupo taxonómico poco conocido y entre 

aquellas cu ltivadas las de crecimiento cespitoso cono el 

pejibaye requieren mayor investigación (Mora- Urpi 1992) . 

Dada la gran diversidad morfológica que presenta , el 

pejibaye se convierte en una planta de clasificación taxonómica 

dificil. 

Los pejibayes se han clasificado bajo dos nombres genéricos 

Bactris Jacquín y G~ilielma Martius . La descripción de pejibaye 

co~o Bactris, se basó en un grupo de plantas encontradas en la 

ribera del rio Magdalena en Colombia {Mora-Urp! 1984) . 

Posteriormente , en 1824 Martius lo describe bajo Gyilielma, 

basado en una muestra encontrada en Maranhao, Brasil (Mora-Urpi 

19B4) . 

Lá controversia taxonómica persiste y algunos autores 

reunen todas las especies descritas bajo el género Bactris 

(Glassman 1972¡ Hora - Urp1 & Clement 1981) . Tomlihson (1961) 
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los c onsidera géneros diferentes con base en que las especies 

de Bagtris examinadas poseen fibras esclerenquimá~icas largas 

que se rami f ican en la lámi na mientras que en ~ no se 

presentan. 

se han descr ito ~39 especies dentro del qénero Bactri s , de 

l as cual es 14 se sitúan dentro de Gu ilielma. Sin e mbargo, 

algunas de las especies referidas como ~u~~ielma p osibl e men t e 

son sin6nimos, por e jemplo ~li~ , gasipa es y §P~ciosa ; y otras 

no deben i ncluir$e en este tax6n (Mora-Urpi 1984 ) . 

Por l o tanto, mient~as no se tenga un criterio d e 

clasificación o nomenclatura coherente , se emplea el término 

11 ~ 11 en sustituc::ión de variedad o subespecie . Donde e l 

término ra%a designa aquellas poblaciones o grupos de 

poblaciones que presentan similitudes morfológicas , las cuales 

comparten una r egión geográfica y poseen un origen común (r1ora­

Urpi l9St.) . 

Las poblaciones de pejibayes cultivadas e n la región 

Noroccidental de los Andes 1 de Ecuador y Colombia , as~ como en 

Panamá , Costa Rica y Nicaragua se conocen corno Razas 

Occidentales¡ y aquellas que crecen en la región or i e ntal de 

l o s Andes y cuenca a~a~ónica se conocen como las Razas 

orientales o Amazónicas (Mora-Urpi 1984) . 

Esta diferenciación racia 1 se inicia con los diferentes 

ori genes d e las poblaciones y se acentúa posteriormente por e l 

proceso e volutivo natural primero y luego con la part icipación 
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humana (Mor a-Urpl 1984) . 

El estudio de la diversidad es de suma inport~ncia para el 

me j oramiento genético de esta palmera, de aqul l a necesidad de 

emplear nuevos enfoques que faciliten su estudio. Una de las 

herramientas que responde a esta necesidad es l a e l ectroforesis 

de isoenzimas . 

2 . ~N~LISIS ~ L~CTROFORETICO DE ISOENZIHAS 

2 . 1 ~EC~ROFORESI~ 

La electrof oresis de proteínas se ha convertido e n una 

poderosa herrami enta de investigación en múltipl es disciplinas 

de la biologi a, entre ellas son de nuestro interés la 

sistemática , la evolución y la genética (\~endel tl 5li 1989) . La 

técnica se basa en el hecho de que las ~oléculas de proteína 

pos e en carga eléc trica , y por tanto son capaces de moverse 

cuando se colocan en un campo eléctrico (Harnes y Rickwood 

1987) . La separación, dirección y velocidad de migración 

electroforética d e est as proteinas depende de 1 - su carga 

eléctrica , tamaño y forma ¡ 2 - del medio de soporte y J -

cantidad de corri ente eléctrica a través de l campo d e 

separaci ón (Hames y Rickwood 1987) . 

La separación de mezclas comp l ejas de enzimas puede s e r 

llevada a cabo en los siguientes medios de soporte 1 

poli acrilamidat almidón , agarosa y acetato de celulosa . Los dos 
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últimos medios poseen poco poder de resoluci6n t por esta raz ón 

no se usan en estudios de polimorfismo ; mientras que los de 

almidón y poliacrilamida son medios inertes con la propiedad de 

regular el tamaño del poro en el gel y obtener un mejor 

tamizaje de las raoléclJlas (Hames & Rickwood 1987 ; Harris &: 

Hopkinson 1976; Wendel & Weenden 1989) . 

En investigaciones que se requieren altos poderes de 

resolución 1 se usa electroforesis de poliacrilamida (PAGE) . La 

poliacrilamida es un polimero sintético a partir del monórnero 

acrilamida ; la polimerización es realizada por la adición de 

persulfato de amonio o riboflavina y temeó . El temed cataliza 

la formación de radicales libres a partir del persul tato y éste 

a su vez inicia la polimerización (Harnes & Rickwood 1987) . Su 

propiedad más valiosa es su capacidad de tamizaje , pues es 

posible variar las concentraciones de acrilamida a~pliarnente. 

otras venta jas son la uniformidad del gel, transparencia , 

resolución , estabilidad en un amplio rango de pH , temperatura , 

fuerza iónica; además, sus componentes inertes permi t en gran 

variedad de ensayos , aunado a la ventaja de que la proteina se 

concentra en una zona angosta y definida en el gel espaciador 

y disminuye la difusión de la mues t ra (Harnes & Rickwood 1987 , 

Harris & Hopkinson 1976) . Por estas razones se consideró más 

conveniente el gel de poliacrilamida para realizar el proceso 

de estandarización electroforética e n pejibaye. 

En PAGE se pueden analizar exitosamente una amplia gama de 



9 

tejidos de plantas . La elección apropiada depende de los 

objetivos del estudio y de la disponibilida~ óe material 

(Wendel 1989) . usualmente el tejido vegetativo es el ~ás usado 

por la facilidad de colectarlo, tales como hojas , peciolos , 

tallos, porciones terminales de raíces, plántulas e incluso 

~uestras de herbario, etc . Otros tejidos ensayados con esta 

técnica son semilla y polen (Hendel & Weeden 1989 ¡ Stuber et al 

1983 ¡ Weeden & Gottl ieb 1 980; Torres et al 1974). 

Los tejidos ensayados en PAGE deben tener la misma condición 

fisiológica y ontogénica , pues se sabe que el espectro de 

enzimas varia con el tipo de tejido y estado fisiológico (Kay 

& Basile 1987 ; Tanksley 1983; Tyson et al 1985). Para obtener 

los extractos de enzimas en PAGE no se requieren procesos 

elaborados de purificaci6n o de concentración de las proteinas . 

Los tejidos se homogeneizan con soluciones amortiguadoras , 

la solución adecuada requiere pruebas empíricas de extracci6n1 

por lo que el trabajo es laborioso y puede consumir mucho 

tiempo (Kelley & Ada~s 1977 ; Pitel & Cheliak 1984 ; Soltis & 

Soltis 1980) . 

Cada una de estas labores corresponden a las necesidades del 

tax6n y tipo de tejido , pues cada uno posee un grupo de 

problemas por conside~ar, por ejemplo t dificultad en el 

rompimiento celular, interferencia de fenoles, taninos , 

fenoloxidasas , proteinasas y otros constituyentes celulares 

que interfieren con la actividad óptima de las enzimas y que 
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generan artificios en los geles (Loornis ~974¡ ~nderson 1968} . 

Para resolver estos problemas se utilizan una serie de 

aditivos en la soluc i ón de extracción, algunos de estos son el 

PVP, BSA, DI~C~, 2-Mercaptoetanol, ditiotreitol, sacarosa, 

g J icerol ) Tritón x~100 y T'rteen-ao (Lomnis 1974 ¡ Anderson & 

Beardall 1990 ; Ahd~rson 1969¡ ~ing 1971; Wendel & Weeden 19a9¡ 

P i tel & Cheliak 1985 ). 

Luego de que los extractos son corr i dos por alectrofd~esis, 

las enzimas son reveladas ''in si tu" da manera especifica . El 

proceso de revelado permite localizar la posiei6t' rGlativa de 

la enzima e n el gel, y se basa en la producción de un 

precipitado cromoqenico no difundible e n el sitio de actividad 

de la enzima, como producto de una reacción o un conjunto da 

reacciones fis i cas o quimicas (Val l ejos l9&3) . 

Los pt"oductos de reacción pueden ser detectados mediante. los 

siguientes sistemas : 

a - mecanismo de detección primaria: uno de los productos es 

visible debido a la adquisición de una propiedad fisica o 

qu.tmica¡ 

b acoplamiento qulmico : un producto primario no es 

detectable , se debe agregar otro reactivo que al reaccionar 

forma un compl ejo con uno de los productos, este segundo 

producto si es visible; 

e - acoplamiento enzimático : se usa cuando en la reacción 

ninguno de los productos puede acoplarse químicamente de ~anera 
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inmediata , pero si es transformado al agregar al medio enzimas 

especlf icas , a veces requiere 2 o 3 pasos en~imáticos para 

obtener un producto cromogénico no difundible ; 

d - mecanismo de acoplamiento de las oxidorreductasas: el 

producto reducido e s por lo general NADP(H) I el cual causa 

reducción no enzimática de otro reactivo y cambia sus 

propiedades (sales de te.trazol io) y produce un precipitado 

cromogénico no difundible llamado forrnazán . 

con estos mecanismos de revelado se obtienen dos tipos de 

tinci6n, conocidas corno tinción neqativa (SOO) y tinoión 

positiva (ADH , GOT, PRX, MOH , DIA, EST, PGI , PGM, ME) (Vallejos 

198 J} . 

La zona discreta de bandas o de actividad enzimática 

obtenida se designa 2imograma. Aquellas bandas que presentan 

fuerte actividad se denominan bandas características y 

corresponden a los alelos, bandas de intensidad débil o 

presencia irregular se conocen como isoenzimas secundarias, 

éstas son el resultado de modificaciones post-transcrípcionales 

d~ los genes (Ghuesquiere 198 3 ; 1 Hussain et ~ 1988 ; Gottlieb 

1977; crawford 1989 ¡ Bennanceur et g1 1991) . 

La electroforesis es la técnica m~s conveniente para 

separar isoenzirnas porque el equipo es simple , la matriz es 

inerte , se requieren pequeñas cantidades de tejido y se lleva 

a cabo en ~erlodos muy cortos comparados con los sistemas de 

evaluación genéticos tradicion~les (Simpson & Whiters 1986 ; 



12 

Hussain, Ramirez & Roca 1989) . Otras ventajas son que se 

analizan muchos individuos a la vez, se estud ian~uchos locí y 

se trabaja con materiales jóvenes, o sea que no es necesario 

esperar a que l a planta alcance su madurez para evaluarla 

(l-leeden 1989) . 

2.2 ISOENZI~!? 

Las isoenzimas son marcadores bioquínicos de gran 

importancia en el estudio de la variabilidad genética de muchas 

p l antas de ihterés económico . El término isoenzima fue acuñado 

por Market y Moller en 1959 y se definen como formas 

moleculares múltiples de una enzima que aparecen en un miembro 

individual, o en un determinado número de miembr os de una 

especie . Todas tienén la misma función catalitica, pero 

difieren en su cinética y en su carga eléctrica , por lo que es 

posible separarlas en un campo eléctrico (Ramlre2 & Roca 198~ ; 

Gottlieb 1983 ; Scandalios 1969 ¡ l<leeden 1989; Hussain , Bushuk , 

Ramirez & Roca 1988) . 

Las isoenzimas son el producto primario de la expresión 

génica {Harris & Hopkinson 1976 ; Hussaint 8ushuk , Ramlrez & 

Roe~ 1988) . Son el producto de cambios en la secuencia del ADN , 

originados por mutaciones génicas que causan sustitución, 

delecci6n o adición de aminoácidos dentro de la estructura de 

una enzima y estos cambios afectan la rni9ración 
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electroforética , condioi6n que permite el uso de las isoenzimas 

como marcadores genéticos (Simpson & ;>1i thers 1986) . 

Las isoenzimas se consideran excelentes marcadores porque 

tienen una base genética simple, se heredan en forma 

mendeliaha 1 su expresión es codominante, y sus propiedades 

cataliticas (fenotipo) se visualizan mediante un patrón de 

bandas y con este patrón se puede determinar el polimorfismo 

que posee la especie (Kohn, Zera & Hall 1983). 

Las isoenzimas presentan varios orlgenes : pueden ser 

proqucto de genes múltiples que codifican diferentes cadenas 

polipeptidícas, o producto de alelisrno múltiple , donde un solo 

locus determina versiones estructuralmente distintas de una 

cadena polipeptldica, también se piensa que son formadas 

mediante modificaciones en la traducción o que son producto de 

isornerismo conformacional (Harris & Hopkinson l976) . 

su estudio permite caracterizar la colección de un banco de 

germoplasroa, detectar duplicaciones en las introducciones, 

conocer la estructura de las poblaciones a través de las 

frecuencias génicas, establecer relaciones filogéneticas y 

evolutivas , detectar hibridos en cruces normales y distantes y 

además detectar características de interés agronómico ligadas 

a estos marcadores isoenzimáticos (Weeden 1989) . 

Pocos estudios sobre isoenziroas se han realizado en palmeras 

(Baazi2 & Saaidi 1988; Bennaceur et al 1991 ¡ Ghesquiere 1984, 

1985 ; Ghesquiere et al 1987 ; santos 1990 ; Santos & Mestriner 

1989 ; Torres & Tiserat 1980) y ningún estudio se ha llevado a 
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c abo especificamente en Bactri s gasi paes . 

Puesto que esta palmera posee un gran potencfal económico, 

se consideró de vital importancia llevar a cabo el pr esente 

estudio. 

El objetivo de esta investigación consistió en establecer un 

sistema de análisis electroforético en geles de poliacrilamida 

en pejibaye Bactri~ gasipaes Kunth, que permitiera el análisis 

de isoenzimas y la determinación de su potencial polimórfico 

con el fin de estab l e c er relaciones fenotípicas entre las 5 

razas estudiadas 



MATERIAL Y METODOS 

1 . FUENTE D:EL M.A"''ERIAL VEGETAL. 

1. 1. Selección de 1& ~uestra . El presente estudio se llevó a 

cabo con materiales del banca de gerrnoplasma de pejibaye 

( Bactxis oasioaes Kunth.) ubicado en la Estación Experimental 

''Los Oiamantes" del Ministerio dé Agricultl..1ra y Gi\naderia., 

GUápiles, provincia de Limón, Costa Rica . se seleccionaron 5 

razas de pejibaye: Chapare (Bolivia), Belern (Brasil) , Guápiles 

(Costa Rica), Darién {Panamá) y Yurirnaguas {Perúj {Cuadro 1) . 

I1ediante un programa de n"d-meros aleatorios, se eligieron 5 

árboles con hijos laterales de cada raza . De cada árbol se 

obtuvo tejido de hojas, rafees adventiciasf inflorescencias ; 

frutos maduros y espinas. 

1 . 2. Recolección de las muéstras . El tejido recolectado en e l 

campo se introdujo individualmente en cAmaras hú-nted.as , que 

inmediatamehte se colocaron en hielo , para evitar la acci6n de 

las proteasas durante el transporte del material al 

laboratorio . Las ~uestras se mantuvieron a ~ce antes de 

p~epara~ los extractos (Loornis 1974} . 
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CUADRO 1. Lista de las razas según su procedencia y 
ubicac ión en e l banco de ger~cplasma de pejibaye, 
Guápiles. costa Ri ca . 

RAZA 

Yurimaguas 
Yurlmaquas 
Yurimaguas 
Yurimaguas 
Yurimaguas 
Belem 
Belem 
Belem 
Belem 
Belem 
Chapare 
Chapare 
Chapare 
Chapare 
Chapare 
Oarién 
Oarián 
Darién 
Darién 
Darién 
Guápiles 
Guápiles 
Guápiles 
Guápiles 
Guápiles 

• CODIGO 

PROCtOENCif\ 

Perú 
Perú 
Perú 
Pera 
Peru 
arasil 
Srasil. 
Brasil 
erasi l 
Brasil 
Bolivia 
Bolivia 
-aoliv~ a 
So).i,via 
Bolivia 
Pananlá 
Panamá 
Pana-má 
Panamá 
Panamá 
Costa Rica 
Costa Rica 
Costa Rica 
Costa Rica 
Costa Rica 

Seoeión - 1 de parcela - # de árbol. 

CODlGO * 

A-P15-A2 . 
A-P30-A2 . 
A-P71-A2 . 
A-P44-A5. 
A-P57-A9 . 

C-P4l9-A5 . 
C-P4).8 -~5 . 

c-P434-A7 . 
C-P436-A6. 
C-P44;-A9 . 

E-Pl121.-A9 . 
E- Pl137-A6 . 
E-P1139-A5 . 
E.-Pll3B-A8 . 
E-Pll44-A2 . 
L-P6046-A2 . 
L-P6041-AL 
L-P6043-AS . 
L-P6060-A2 . 
L-P6061-AS . 
Z-P5004-A2 . 
Z-P5006-Al . 
Z-P5007 - AJ . 
A-P7800-A7 . 
Z-PSOOl- AL 
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2. PREPARACION DE LA MUESTRA . 

2. 1. Homogeneh:aci6n de la muestra y extracción de proteinas. 

Cada ~ejido fue lavado con agua destilada y secado con p~pel 

absorbente para eliminar posibles contaminantes en la muestra. 

En una balanza anal itica " Sartorius 2242 " Alemani a , se 

pesaron 2 1 1 . 5 , 1 y 0.5 g de cada tejido por muestra , estos 

fueron posteriormente homogeneizados mediante 4 métodos : 

~ . tejido macerado manualmente en morteros y pistilos 

preenfriados, a s~ ve~ los morteros $e colQo~~on sob~e 

un b~ño de hielo; 

2. tejido ~ac~r~do cQn nitrógeno llquido en mor te r o s 

preenfriados por JO min~tos a - 20°C¡ 

3 . sistema de homogeneización Sorvall Ornnimixer (Norwal~ 1 CT); 

4. mini sistema de homogenizaci6n Wh~aton (0.1 ml) ¡ 

Los protocolos dé las solucíones de extracci6n ensayados 

con sus respectivas relaciones volumen : c antidad de muestra 

fueron los siguientes : 

A. O. lM tris HCl pH 7 . 5 , lOmM DL-ditriothreitol {DTT) 1 0 . 1% 

(V/V) tritón X-lOO, 10% sacarosa, S% (W/V) PVP-40 . 

La relación volumen cantidad de muestra fue d e 3:1 

(Jarre t & Litz 1986) ; 

B. 0 . 05M buffer fosfato p~ 7.0, 1.5% BSA , 12% PVP-40 {W/ W) 

O. l M 2-mercaptoetanol . La relación e ntre volumen de 

solución de extracción y la ~Qestra fue de 2!1 (Baaziz & 



Saaidi 1988) ; 

c. Agua destilada ~ la relación del volumen y ca~tidad de 

muestra fue de 10 : 1 {Azofeifa ~990) . 

l8 

Oespu~s de una completa homogeneización de los tejidos con 

la solución de extracción, las muestras fueron filtradas c o n 

fragmentos de gasa {Macaya 1990) . Se recolectó el extracto 

resultante en tubos de l. ml (Eppendorf} y se procedi6 a 

centrifugarlos . 

Clarificación de la muestra. por centrifugación. Se 

ensayal;"on diferentes combinaciones de t iernpo y velocidad de 

centrifugación , con temperatura constante a 4° C ; el proceso se 

realizó en una microcent:rifuga con refrigeración 11 modelo Himac 

CR 1 ST", Hitachi (Japón) . 

Se evaluaron tiempos de centrifugación de 5 , 10, 15 , 20 y 25 

minutos y velocidades de 10, ooo xg, 15, ooo xg, 20,000 xg y 

25,000 xg en todos los tejidos . 

2 . 3 . conservación de la muestr~. Se extrajeron los sobre-

nadan tes y se hicier-on alicuotas de 250 ul, las cuales se 

almacenaron a diferentes temperaturas : 4, - 20 , -70QC . El 

objetivo fue encontrar la temperatura óptima de almacenamiento 

para extr-actos crudos de pejibaye en la cual las muestras no se 

degradaran . 
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3. ANALISIS ELECTROFORETICO DE !SOENZI~S. 

3 . 1 . Separación de proteínas. La metodologia empleada consistió 

en un sistem~ de corrida nativo y discontinuo ejecutado sobre 

una matriz de separación de poliacrilanticla . La concentración 

de los geles de poliac!"ilamidP varió ent.re 7 a 10 % de 

acrilamida , mientras el espaciaqor consistió invariablemente de 

una concentración de 5\ de ac~ilarnida (Hames & Rickwood 1987) . 

El equipo utilizado para llevar a cabo la electroforesis fue 

el n Mini Protean Il serie # 149BR de la casa Bio- Rad " · Este 

equipo prove~ un sistema de corrida vertical , con dimensiones 

del gel de 7cm x 10cm Y. 0.75mrn ¡ cada gel tiene capacidad para 

cargar 10 muestras . 

Las soluciones tampón del gel separador y espaciador fueron 

las siguientes : Tris HCl 1 l-1 pH 6.8 y Tri s HCl 1.5 H pli S. 7 

(Baaziz & Saaidi 1988 ; CIAT 1990¡ Hames & Rickwood 1987) ; estas 

soluciones se conservaron a una temperatura de 4 ~c . 

Con cada enzima se ensayaron 3 soluciones tampón de los 

electrodos . . 
A. tris glicina pH 8.3 0 . 025M 1 0. 192M (.Jarret & Litz 1986) ; 

B. tris borato pH 9.0 O . S20 l•1 1 0 . 077M (CIAT 1990) ; 

c . tri s glicina pH 8 . 3 0.02SM 1 0.020M (Valdé~ 1991) . 

Cada amortiguador de los electrodos fue preparado el mismo 

dia de la corr ida y enfriado inmediatamente a 4°C . 
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3 . z . optimi zación de la c:anti""'d dEl m\lestra en el gel . La 

mezcla empleada para cargar los pozos del gel se preparó de la 

siguiente manera : so ul del extracto crudo, 5 ul de azul de 

bromofenol (tinte emp~eado para seguir el frente de corrida) y 

5 ul de glicerol al 100% (aceite usado para darle peso a la 

muestra) . Se homogeneizó la mezcla y se realizó la gradiente de 

carga para encontrar las cantidades óptimas de muestra en el 

gel por enzima, la gradiente contempló cahtidades entre C. 5 ul 

a 15 ul (Ramire~ , comunicación personal 1990) . 

3 . 3 . condjciones de corrida. La electroforesis fue llevada a 

c~po dent~o de ~n re!rigeractor a 5°C con una Fuente de PoQer 

"1'-todelo l.000/500 , AC voltaje 100/120V, ca:s~ Bio-Racl". 

Las muestras fueron corridas bajo ~na gradiente de potencial 

eléctrico con una variación de 50 v hasta alcanzar ~00 v como 

limite (máximo 75 mA ) . Sé di6 ~or coneluida la corrida cuando 

el azul de bromotenol lleg6 al bo~de del gel. 

4 . REVELADO. 

Las enzimas evaluadas fueron los siquiE~ntes : peroxidasa 

(PRX}, eaterasa (EST), fosfatasa ácida {ACP) 1 diaforas~ (DIA) , 

fosfoglucoisomerasa (PGI) , superóxido dismutasa {SOD), glucosa 

6 fosfato deshidrogénasa (G6POH} , enzima málic~ (ME) y malato 

deshidrogenasa (r•IDH) , glutamato oxalato transaminasa {GOT}, 
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alcohol deshidrogenasa (ADH) . 

Los procedimientos de revelado empleados fueron ligeras 

modificaciones de los protocolos de Vall ejos (198J) ; Harris & 

~opkinson (1976} y CIAT (1990) . 

Los geles se tiñeron con una mezcla de reactivos que 

per~itió revelar la acti vidad especifica de cada enzima . Los 

patrones anzintáticos fueron revelados a J7qC por 1 1 2 , o J 

horas o pot' toda la noche en un incubador '' Modelo EG2 , de la 

casa Fisher'' {USA) . Cuando los sit ios de actividad enzimática 

estuvier on revelados, se desech6 la mezcla de tínción y se 

lavaron los geles con agua destilada ¡ se les agregó 

posteriormente una solución fijadora de proteínas qu~ consistió 

de 6 partes de metanol, 1 parte de ácido acético y 14 partes de 

agua (CIAT 1990) . 

S . CONSERVACION DE LOS 2IMOGRAMAS . 

5 . 1 . Fotografía . Una vez revelados l os patrones d e ba noas , l o 

geles fueron fotografiados con pelicula blanco y negro Tír.ax-

100 Kodak , 35mm y revelados con los protocolos y procedimientos 

e mpleados en el Centro de Investigación en Biologla Celular y 

Molecular (Bolaños 1992) . 
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5 . 2. Secado de los geles . El principio básico del proceso de 

secado de geles es la deshidratación . Se suoergió~l gel en una 

solución de alcohol al 80% por 20 minutos y e n otr o recipiente 

con agua destilada se colocaron dos láminas de papel celofán 

transparente por 20 minutos . Sobre un vidrio limpio se colocó 

una capa de papel celofán y sobre ésta el gel ; luego otra 

lámina de papel celofán y sobre ésta otro vidrio ; por ~ltimo se 

procedi6 a sellar los bordes con prensas metálicas . Los geles 

permanecieron a temperatura ambiente hasta que estuvieron secos 

(CIAT 1990) . 

6 . EVALUACION DE LOS ZIMOGRAHAS . 

La evaluación de los zimogra~as se basa en el hecho que cada 

zona horizontal de bandas representa un locus y que la posición 

de cada banda corresponde a un alelo (Hussain et al 1988 ; 

Bennanceur et a 1 1991 ; Wendel & \-leeden 19S 9) de esta manera se 

obtendrá un patrón sintético de los alelas, la organización 

molecular de la enzima y del número de posibles fenotipos 

encontrados para las enzimas estudiadas con extractos de hoja 

de pejibaye . 

Para efectos de nomenclatura los loci se dan en términos de 

letras de A . .. Z1 donde A es el más cercano a l origen y z el más 

lejano . A su vez los alelos se catalogan de o .. • n d o nde o es la 
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banda más cercana al punto de origen de la muestra y n la más 

" distante (Ghesquiere 1984, Sánchez 1988, Lannaud ~992) . 

Mediante un análisis jerárquico de conglomerados " cluster 

analysis 11 {SPSS) se establecierAn relaciones de similaridad de 

fenotipos electroforéticos por enzima entre las razas 

estudiadas . 
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RESULTADOS 

l - • PREPARACION DE LA MUESTRA. 

1 1. Homoqeneización de la muestra . El proceso de 

homogeneización resultó laborioso debido a la naturaleza 

altamente fibrosa de los tejidos de pejibaye . Fue especialmente 

dificil ho~ogeneizar los tejidos de rai z adventicia e 

inflorescencia y del todo imposible , el tejido de espinas . Los 

tejidos de hoja y fru t o presentaron menor dificultad para 

triturarl os apropiadamente , debido a que la lá~ina y el 

mesocarpo poseen menos fibras que 

mencionados . 

los otros tejidos 

De los tres métodos experimentados, el sistema de 

homogeneización con pistilos y morteros preenfriados fue el más 

práctico . Las ventajas de este método radicaron en que se 

mantuvo fria el sistema durante todo el proceso de maceración 

y se controlO el tiempo y grado de homogeneización de las 

muestras . 

Los métodos Wheaton , Sorvall y con nitr6qeno liquido 

resultaron ineficientes e imprActicos para l a homogeneización 

de los t ejidos de pejibaye . 

con el método Wheaton, el proceso de maceración fue lento e 

i ne ficient e ; el sistema resultó demasiado pequeño y débil para 

soportar las cantidades y tipos de tejidos probados . 
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Con el s i stema Sorvall, las muestras de inflores cencia y 

rafees no s e homogeneizaron compl etamente y ~specialmente el 

tejido de fruto quedó adherido a las paredes del equipo , lo que 

alteró las cantidades de muestra bajo es tudio . 

Al agregar el nitrógeno liquido conjuntamente con la 

solución de extracción, las muestras se congelaron a tal punto 

que no se pudo macerar el tejido de inmediato y la 

homogeneizacíón se realizó después de que se descongelaron, 

situación que produjo deterioro de las enzimas . 

Después de lilUchos ensayos , la cantidad de muestra óptima 

para el análisis electroforético de isoenzimas en pejibaye fue 

l . 5 g . Cantidades menores de t ejido f ueron insuficientes para 

obtener patrones de bandas defin idos en tejidos de 

inflorescencias y ratees adventicias , cantidades mayores 

produjeron patrones de bandas sobrecargados con los extractos 

de hoj as , mientras que el resto de tejidos no mos traron 

i ncreme nto en la definición de los zimogr amas con respecto a 

los obteni~os con 1.5 q . 

1 - 2 . Extrac c i 6n de las proteinas . De las tres sol u c iones 

ensayadas para extracción de prote1nas en tejidos de pejibaye, 

la que p~oporcionó mejor resolución de los zimograrnas fue la 

solución de extracción de Baaziz & Saaidi (198 8 ), con 

modificación de l a concentración de la solución amortiguadora 

de f os fato o.os M a 0 . 1 M. 
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El método de extracción de Azofeifa (1990) produjo patrones 

de bandas débiles , pero el pri ncipal problema co~ este método 

de extracción fue que las muestras sufrieron oxidación fen6lica 

rápidamente . se considera que esto se debió a la acción del 

complejo fenoloxidasa como consecuencia de la ausencia de 

antioxidantes corno e l Be ta - mer captoetanol y o t ros protec tores 

de la estabilidad de las moléculas como : BSA, PVP- 40 , OMSO en 

la solución de extracción . 

1 - 3. Clarificación de la muest r a por ce ntrifugación. Se 

clarificaron l os t e jidos de hoja , inflorescencia y raíces 

adventicias de manera ópti ma con 15,000 xg con un tiempo de 

centrifugación de 20 minutos a 4° C. Tiempos o velocidades de 

centrifugaci6n tnenores no c l arificaron los sobrenadantes , y 

quedaron restos d~ particulas de tejido c omo fibras~ clorofila , 

grasa y almidón en los sobrenadantes . 

Con el fruto, e l proceso de centri fugación t uvo que 

realizarse de manera diferente, dado que en los sobrenadantes 

quedó gran cantidad de gr asa y almidón ; para clarificarlos se 

requirieron 3 tiempos de centrifugación de 20 minutos cada uno 

a zs~ooo xg . 

l 4. Conservaei6n de l a s muestras. La temperatura de 

almacenamiento 6ptiroa para conservar los extrac tos de tejidos 

de pejibaye fue - 70 °C. Ensayos de electroforesis rea l izados 
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con extractos almac~nados dura nte 4 meses a e s ta temperatura, 

no mostraron d~terioro en los zimo9ramas , cuando ~e compararon 

con los producido s con extractos frescos . 

Las muestras almacenadas a 4QC no s e conservaron en buen 

estado por mucho tiempo . A los 5 dias d~ llevarse a cabo la 

extracción , las muestras a esta temperatura mostraron procesos 

de oxidación . Estos procesos de oxidación se evidenciaron 

mediante un cambio de color del tejido original a un café 

oscuro . 

Es te fenómeno se mostró con mayor intensidad en los tejidos 

de hoja , donde la cant idad de compuestos fenólicos es mayor que 

e n el resto de tejidos . Las mues tra s a - 20 oc, tampoco se 

mantuvieron en buen e s t ado por nás de 15 d1as posterior a este 

periodo todas sufrieron oxidación . 

En ambos c asos , las muestras conservadas a 4°C y - 20°C , 

mos t r aron zimogramas distorsionados , con bandas difusas y mucho 

oscurecimiento en el gel , producto de la degradación de las 

proteínas . 

2 - • ANALISIS ELECTROFORETICO DE IBO~NZIMAS. 

El Método de electroforesis nativo y discont i nu o 

estandarizado utilizado en este estudio (apéndice 1) , resultó 

adecuado para l a visualizaci6n de 10 de las J.2 isoenzimas 

evaluadas con los tejidos d e pe jibaye (Cuadro 2) . 
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Cada enzima fue separada mediante una serie de condiciones 

de electroforesis particulares . El Cuadro 2,. rnu.estra las 

condiciones óptimas de electroforesis obtenidas para las 

enz irnas que mostraron actividad . En general , para cada una 

varió la concentración de poliacrílamida en el gel de 

separación , las soluciones arnort iguadoras del tanque y las 

cantidades de muestra por pozo. 

Las condiciones de corrida fueron las mismas para todos los 

sistemas enzimáticos {gradiente de 50 , lOO , 150 y 200 v) . 

Este método de electroforesis no resultó adecuado para el 

análisis de la alcohol deshidrogenasa y la glutamato oxalato 

transaminasa pues ninguna mostr6 actividad enzimática. 

3 - • TEJIDO OPTIMO. 

El tejido de hoja mostró los mejores resultados con los 

procesos de homogeneización, extracción, centrifugación, 

corrida y revelado y también presentó patrones de bandas más 

claros y definidos que los otros tejidos ensayados . 

Ninguno de los métodos de homogeneización probados 

resultaron adecuados para el tejido de espinas , debido a lo 

compact o y resistente de este tejido, por esta razón se eliminó 

del estudio. 

El fruto fue el tejido más fácil de homogeneizar ¡ es suave 

y con menor contenido de fibras; sin embar9o, el proceso de 
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eliminación de grasa y almidón de los sobrenadantes resultó 

iheficiente e impráctico. cuando se realizaron electroforesis 

con estos extractos i~puros , los residuos de grasa en ellos 

aumentaron la resistencia del sistema de corrida , lo cual creó 

un aumento de la temperatura . Este calor degradó las enzimas y 

como resultado se obtuvo una severa distorsión de los patrones 

de bandas ; ésta fue l a razón particular por la cual también se 

elimino este tejida del estudio. 

Los tejidos de inflorescencia y raiz adventicia mostraron 

patrones de bandas débiles, dif1ciles de analizar . Se considera 

que el método de homogeneización resultó inadecuado para 

extraer de manera efectiva las prote1nas presentes en estos 

tejidos tan resistentes a homogeneización. 

Por los problemas encontrados para trabajar con las muestras 

de espinas, inflorescencia , rafees adventicias y fruto, se 

consideró que con el método de electroforesis empleado 1 el 

tejido óptimo para el estudio y análisis de isoenzimas en 

pejibaye, fue la hoja. 
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CUADRO 2. Métodos de electroforesis obtenidos par~ lO 
enzimas con extractos foliares de pejibaye. 

Enzima 

PR)( 
EST 
.~CP 

DI A 
HDH 
GGPOH 

PGI 
SOD 
PGM 

ME 

[ ] gel 
Separador!~~ 

7 % 
10 % 
12 % 
l. O ~ 
7 t 
7 

a t 
10 ~ 
e % 

, 1t; 
·o 

Sol. tampón 
Electrodos 

Tris Borato pK 9.0 
0.077 N / 0.820 M 

Tris Glicina pli S.3 
o . 020 !1 1 0 . 025 M 

Tris Glicina pH S.3 
0.192 M / 0.025 M 

• . Ver l os protocolos en Apéndice 1 . 

Muestra 
gel tul) 

2 
14 
12 
20 
4 

1_5 

lO 
20 
10 

19 
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• - • R~EL~Oo , ~C~lVIDAD ENZIMATICA Y RESOLUCION . 

Después de numerosos experimentos concernientes al método de 

revelado óptimo , se obtuvieron zirnogramas con 01A, PRX , EST, 

G6PDH , l1DH 1 NE, SOD , FG! ~ PGl-1 y ACP (Cuadro 3) • 

El primer problema q,ue se Qre.sentá e.n el Qt:oce.c;:.Q d~ ~e.'l~\..~ci~ 

fue que las cantidades de reactivos dadas en los protocolos de 

Vallejos {1983) , Harr i s et al (1976) y CIAT (1990) no se 

ajustaron a las necesidades de las enzimas en un gel con las 

dimensiones del obtenido con el equipo Mini Protean II (7 cm x 

10 cm) . El exceso de r;eacti vos produjo sobretinción de los 

geles y bloqueó la observación de bandas ( PRX , SOD) ; en la 

mayoria de los casos se inhibi6 la actividad de las enzimas 

( EST , ACP, ME, MDH, G6PDH, PGI; PGM, DIA 1 AAT, GOT ) 1 y por 

tanto no se visualizaron patrones de bandas . Por esta razón se 

redujo la cantidad de los mismos al m1nimo que permitiera la 

reacción de tinción y observac ión de zimograroas . 

otro de los problemas encontrados fue el ajuste del pH en 

la mezcla de tinción - gel . En un inicio el pH obtenido no fue 

el óptimo para que las enzimas castraran actividad . Bajo estas 

condiciones se obtuvieron zirnogramas muy distorsionados y con 

mucho ruido de fondo . Este problema se resolvió mediante pre~ 

incubación de los geles con la soluci6n amortiguadora de la 

mezcla de revelado por lO minutos . De esta manera se le 

proporcionó a la enzima su pH de trabajo óptimo y se obtuvieron 
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pa trones de bandas n i tidos. 

se encontró que al incubar los geles por toda una noche a 

4°C, se revelaron con mayor intensidad patrones de bandas muy 

dépiles . Las bandas en los geles se definieron mejor sin que se 

produjera oscurecimiento del gel ; e s te fue el caso particular 

para SOD y G6PDH, pero en general este patrón s e ajustó a todas 

las enzimas ensayadas . 

La resol ución de los zimograrnas vari ó con cada en2ima . El 

Cuadro 3 muestra l os diferentes niveles de res olución obtenidos 

c on las 10 enzimas que mostraron activi dad . 

Los mejores patrones de bandas se obtuvieron con PRX 1 G6PDH 1 

PGI y PGM . Sin embargo, ADH y GOT no mostraron actividad , es 

probable que factores como el método de ext racción, 

electroforesis y revelado no fueron óptimos para la actividad 

de estas enzimas . Las enzimas ~tE , EST y ACP mostrar on fuerte 

act ividad en los geles pero requieren afinamiento del método de 

revelado para obtener mayor nitidez en los zirnogramas . 
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CUADRO 3 . Actividad, Resolución y polimorfismo obtenido con el 
método de electro!oresis estandar izado para l 2 enzimas 
con extractos de hojas de Bactris ~a~ipaes 

Enzima 

PRX 
EST* 
ACP* 
!-tE * 
DIA 
t-10H 
G6PDH 
PGI 
son 
PGM 
ADli 
GOT 

Actividad : 

Resolución! 

Actividad Resolución "Polimor!isllto 

+ +++ +++ 
+ + +++ 
+ + ++ 
+ -+ ? 

+ ++ +++ 
+ ++ ++ 
+ +++ ++ 
+ +++ ++ 
+ ++ +++ 
+ +++ + 

+ = Patrones con fuerte actividad enzimática. 
= No se observaron patrones de bandas . 

+++ = Muy Buena 
++ = Buena 
+ = Regular 
- + = Pobre 

= thnguna 
- = Sistemas enzirnáticos que requieren mejorar la 

técnica de migración y visualización. 

Polimorfismo: 
+++ = 
++ 

10 o más fenotipos 
= 5 - 9 fenotipos 

+ 
? 

~ Menos de 5 fenotipos 
= No se estudi6. 
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5 - • CONSERV~CION DE LOS ZIMOG!U\MAS. 

El método de secado resul t6 muy conveniente pat"a mantener un 

doble registro de los geles, con la ventaja de que los geles 

sécos se pueden archivar y eliminar el inconveníente de 

almacenarlos frescos en las cámaras frfas . 

Sin embargo , se considera que este sistema de secado no se 

adecuó a geles pequeños 1 como los producidos por el Mini 

Protean Il . La razón es que cuando se deshidratant se reducen 

significativamente de tamaño y bandas distintas que se 

e ncuentran muy próximas, después del secado quedan juntas y 

parecen una sola; esto introduce error en la interpretación de 

los resultados sino se cuenta con la evidencia fotográfica. 

Esta t~cnica de conservación de zimoqramas posiblemente se 

ajusta a geles con dimensiones svperiores a las que se usó en 

este experimento; en los cuales a~nque el gel se reduzca de 

tamaño, el espacio entre bandas conserva las dimensiones 

originales del gel. 

6 •. EV~LUACION DE ZIMOGRAMAS. 

Peroxidasa: La peroxidasa fue la enzima más fácil de visual izar 

con tejidos de hoja de pejibaye¡ mostró patron~s de bandas 

bastan te claros ( Fig . 2) . Se observaron 3 zonas de bandas 

consideradas como locus A, B , e (Cuadro 4). El loeus e se 
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presentó sola~ente en la raza Guápiles (Costa Rica) . por esta 

razón constituye un excelente marcador discrirni~torio para 

esta raza . 

Un total de 12 fenotipos presentes en los zimogramas nos da 

la idea que esta enzima es polimórfica y que puede usars~ en 

estudios de variabilidad gehética en pejibaye (Cuadro 4 ) . Esta 

enzima presenta zimogramas con isoenzimas secundarias (Cuadro 

4) 

Esterasa : La esterasa mostró patrones de bandas más débiles y 

complejos que con respecto al resto de enzimas ensayadas 

(Cuadro 2) . Se observaron 4 zonas de bandas que se consideradas 

4 loci activos donde los loci A, B y e son complejos , con 

isoenzirnas secundarias , por tanto no se puede concluir sobre la 

estructura de las isoenzimas ; el locus D muestra u na estructura 

monómerica definida (Fig.J) . Al evaluar las bandas 

características se encontraron 12 fenotipos los cuales indican 

que esta enzima es polim6rfica y puede utiliza~se e n estudios 

fut uros (cuadro 4) . Sih embargo , se debe considerar la 

complejidad de los zimogramas {3-15 genes) , la inespecificidad 

'l corno consecuencia la gran cantidad de isoenzimas secundarias 

que caracterizan esta enzima , cle modo que si se quiere conocer 

su gen~tica se deben realizar estudios de progenie . 



PEBOXIDASA {PRX) 

o 
LOCUS ~ ----- -- -- -

B 

e 

l I! III I\7 •V Vl VII VIII IX X f e oot:. 

LOCUS A : A1Al(I-V) 
A2A2(V-X) 

LOCUS C ; ClC2{II,Vli 1 IX} 

• 

LOCUS B BlB.l. (V) 
B2B2(I!l) 
B3B3(I,IX,X) 
B~B2 (VII) 
52B3{II,IV,VII,VIII) 

Fig .2 A. Zimograma sintético obtenido para PRX . 
B. Zimograrna del gel l revelado con PRX . 

36 
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CUADRO 4. Evaluación de zimogramas obtenidos con tejidos de 
hoja de Bactris q asip aes 

Enzica Zona # Loci #a lelos¡ Es tr. Fenot rsoz. 
band observ. locus e n z . ¡gel sec . 

FRX* J 3(A,B,C) A-2 Monom . 12 + 
B-3 t1onom . 
C-2 

EST* 4 4(A 1 B¡C,D) A-2 12 + 
B-2 
C- 2 
D- 2 Monom. 

ACP* 2 2(A,B) A-2 Monom . 9 + 
B-4 Dimer . 

ME• 2 2(A,B) A-1 + 
B-Cp 

DIA* 4"' J{A,B,C) A.-Cp 14 + 
B-2 Monom . 
C- 2 Monom. 

MDH 1 J.(A) A-2 -3? S 

G6PDH 2 2 (A, B) A-3 Monom. 7 
B-2 Monom . 

PGI (. } 3* 2(A,B) A-3 Dimer. 9 + 
B-2 Mono m. 

SOD (.) 3 J{A,B,C) A-Cp 10 + 
B-3 Dimer . 
C-2 .t-tonom . 

PGM 1 1 (A) A-2 3 

NOTA: 
• = Enzimas no especificas . 
cp ~ Patrones de bandas complejos de interpretar . 
( .) ~ Isoentimas especificas con isoenzimas secundarias . 



o 
LOCUS 

A 

B 

e 

o 

+ 

LOCUS A 

LOCUS C 

J B 

ESTERAS~ (EST) 

••• • -- --• •• • =· • 

1 II III IV V VI VII VI II IX X Y.I )(!1 teaot 

A2A2(I,~I,VI,VII,VIII) 

(IX,X,XI) 
~1A2(IIl,IV,V,XII} 

ClCl(I,I I ,IV,V,VI,VIl 
(VIII ,IX,XI,XII) 

Cl.C2 ( Il 1, X) 

LOCUS B :BlSl(I,V,VIII,Xl} 
B~B2(II ,IV) 
B1B2(Ill,VI,VII,V) 

LOCUS D IDl02(lii,XI,X) 
D202(l,V,VI I,VIII) 

(XII) 

a. 

Fig.3A. Zimograma sintético obtenido para EST. 
B. 2imogrAm del gel 1 revelado con EST . 



39 

Fosfatasa Acida: Al igual que la esterasa , los patrones son 

menos fuertes , la resolución obtenida con esta enzlma no es la 

óptima (Cuadro 3) aún cuando su actividad es evidente, deben 

realizarse ajustes a nivel de condiciones de corrida y de 

tinción . Se revelaron 2 zonas de actividad, una cercana al 

origen , denominada como locus A que presenta 2 alelos y por 

esto se considera monornérica ; la siguiente zona de bandas es 

mAs débil en actividad, es la zona rápida y se designó locus B, 

aparentemente es un dimero (Fig. 4) . En ambos loci se observó 

variabilidad; se encontraron 9 fenotipos, esto la convierte en 

una enzima útil como marcador polirnórfico (Cuadro 4). Al igual 

que FRX y EST esta es una enz irna inespecff ica con patrones 

complicados en la mayor1a de plantas y poco estudiada su 

genética. 

Enzima Milic~; No se pucto interpretar por la acumulación de 

muestra y efecto " sonrisa•• . Las condiciones de electroforesis 

y revelado util izadas con ME en este experimento requieren una 

nueva evaluación. Esta es una enzima que ha dado problemas de 

revelado en otras investigaciones, de tal modo que el sistema 

óptimo no se ha encontrado aún para otras plantas de interés 

económico~ Hasta que no se obtenga el sistema de análisis 

electroforético apropiado no se puede decir nada sobre su valor 

polimórfico en estudios de variabilidad entre razas de pejibaye 

(Cuadros J y 4) . 



LOCUS O 

A 

B 

+ 

LOCUS A 
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FOSFATASA ~C~ (ACP) 

~ ------=---
= -

I II III IV V VI VII Vl !I IX fenot 

AlAl (I,II,III,IX} 
A2A2 (IV,V,VIII,X) 
AlA2 (VII) 

LOCUS E BlBl (I,VIII,X) 

B· 

112192 (IV,VII ,IX) 
B293 (II} 
B294 (VI) 
D2BS ( II:I) 

Fig.4A. zimograrna sintético obtenido para ACP. 
4B . Zimog~ama del gel 1 revelado con ACP . 
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Diaforasa : su actividad es bastante fuerte (Fig . 5) y se 

considera ~na enzima con buena resolución (Cuadro 3) . sin 

embar g o, el proble~a q u e muestra es la presencia de sombras de 

tinción alrededor de las bandas características , las razones 

pueden ser ~ a - muestra degradada ; b - largos periodos de 

revelado¡ e - isoenzimas secundarias ; d - inespecificidad de 

la enzima. 

Se observaron 4 zona s de b andas , la zona 1 o locus A no se 

tomó e n cuenta por ser un área compleja ; las zonas 2 y 4 o loci 

B y D aparentemente son codificadas por enzimas rnonoméricas 1 

1:\ient ras la regi6n J o locus e corresponde a bandas poco 

definídas, débiles, catalogadas como bandas secundarias 

(Fig . 5) ; para aclarar la situación se debe recurrir a evidencia 

genética existente y a estudios de pr ogen i e en cruces 

controla dos . Se encontraron 14 fenot i pos (c uadro 4), lo cual 

i ndica que esta enzima es polimórfica y que puede ser empleada 

para e s t udios post~riores cte variabilidad en pejibaye (Cuadro 

3} • 

Malato Deshidrogenasa : Se revel O so l o una zona de bandas que 

se denominó locus A (Fig . 6) . No fue posible evaluar con 

propiedad la estructura de la enzima porque parte de la muestra 

quedó <!Cumulada en una densa banda seguida por 2 bandas 

relativamente claras (Fiq . G) . 
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Q.!AFO~:ASA (DIA) 

LOCÚS ~ . 

,....-. ---

B ~- - - - -!1!11.! · - - ---~ 

e -- ~ 

+ X ff XII IV V VI V.U flli U "J ft XIIXU't-zh'ter.~t 

LOCUS :A AlAl(XII) 
A2A2(VI,VII,XIV) 
A3A3(XII:I) 

AlA3(I,IV,V,Xl) 
Al1\2(II,III,IX) 
A2A3(Vlii,X) 

......,.,.... -

- -

LOCOS B : BlBl(II,IIl,IV,V,Vl,VII 
BlB2( I,IX,X,XIV) 

LOCUS C ; C2C2(I,II,XIII,VII) 
C1C2(III,V,VI,VIII,IX) 

X,XII,XIII 1 XIV) 

B. 

-
Fig.SA. Zimograrna sintético obtenido para DIA. 

B. Zimograrna del gel 1 r evelado con DIA . 



MI\LATQ 

o 

tocus 

- --• •• -• 

I II !ÍI IV V Vl VII VIII teoo t. 

LOCUS l\ l\lAl(lV) 
A2A2(I,V) 
l\JJ\3(II) 
l\1A2(III,VII) 
.l\211.3(VI) 

• . sección co~pleja . 
B. 

Fiq.6A. Zimograma sintético obten ido para MOH. 
B. Zimograma d e l gel 3 revelado con MDH . 

43 



44 

.Esta enzima se ha encontrado en otras plantas como un 

d1mero (Apéndice 3) , pero hasta que no se verifique la 

información obtenida, en el presente estudio no se catalogará 

el potencial polimórfico de la misma , aunque diferencias 

encontradas en las secciones claras del gel hacen pensar que si 

es una enzima polimórfica y por tanto conveniente para realizar 

estudios de variabilidad genética en pejibaye (cuadro 4) . Para 

resolver el problema es necesario reevaluar la cantidad de 

ouestra por pozo en el gel (Cuadro 3) . 

Glucosa 6 Fosfato Deshidrogenasa : Esta es una enzima especifica 

que muestra polimorfismo moderado con respecto a DIA, EST, PRX 

(Cuadro 3) . Se observan 2 zonas de actividad correspondientes 

al locus A y B los cuales parecen ser homoci gotas con 

estructura monomérica (Fig. 7) . Un total de 7 fenotipos se 

encontraron por lo cual se le considera una enzima polim6rfica 

(Cuadro 4). La resolución del gel fue excelente (Cuadro 3) , 

bandas definidas sin sombras y ausencia de isoenzirnas 

secundarias . Por tanto se cree que los métodos de extr3cci6n, 

corrida y revelado fueron los óptimos (Cuadro 2) . 

Fos foglucosa Isomerasa : Se evidenciaron 2 zonas de bandas o 

loci ; el locus A o zona 1 mostró 3 bandas por lo cual se piensa 

que la enzima es un d1mero (Apéndice 3}, mientras la zona 2 o 

l ocus B presenta 2 bandas que lo catalogan como un rnonórnero 

(Fig.S) . 



GLUCO~ 6 FOSF~TO D~~KIDROGENASA {G6PDH) 

o 
LOCOS 

,. 1 -
.... -

-
-

1\ . 

- -
-- - -

' I ll III J:V V VI VIl feaot .. 
LOCUS ~ : ~lAl(IV,Vl) 

l\2A2 (II) 
A3A3(1II) 

LOCUS B BlBl(IV,X) 
B2B2(I,I I,VI) 
83B3(1II,VII) 

s . 

Fiq.7A. Zimograma s int~tico obten i do con 06POH . 
B. Zimograma del gel 3 revelado con G6PDH . 

~S 
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Un tota 1 de 9 !enot:.ipos fueron obtenidos con esta enzima 

(Cuadro 4) . Se considera que esta es una en~ima pottm6rfica 

pard pejibaye y que puede emplearse en estudios posteriores de 

variaPilidad genética. 

PGI es una entima especifica~ con una buena rQsoluei6n del 

gel (Cuadro J); sin embargo, se observaron una serie de bandas 

•• fantasma" en la región media del gel, se presume que las 

causas pueden ser largos periodos de revelado o ligera 

degradación de la muestra . 

superóxido Disl'\utasa : Zsta enzima 

bastante polim6rfico, recomendable 

futuros con pejibaye. Presenta 

resultó ser 

para usar 

l zonas 

un ttarcador 

en estudios 

de bandao 

correspondientes a 3 locit el locus A corresponde a una gran 

~rea do actividad de la cual se puede décir poco sobre su 

composición. El loeus B, presenta 3 bandds esto sugiere que 

esta isoenzirna posee estructura dimérica (Fig.9) . El locus e 

posee 2 bandas ciet in idas qua corresponden a una estructura 

rnonomérica . Un total de ~O ~enot1pos se encontra~on para las 

razas estud iadas {Cuadro 4); este hecno y la buena resolución 

obte.nida capacitan a est:a enz1.ma para ser utili~ada como 

marcador polimórfico en pejibaye (Cuadro l y 4) . 



o 
LOCUS 

B 

LOCUS A 

rg§FOGLUCOSA JSOMNE~SA (PGI) 

1\ . 

-- - - ---- -

• --- ----
! ~I III :IV • · ~~ vr.r. Víii n feóot 

AlP.l (VX,lX) 
.A2.A2 (V:r:r, vrxr) 
A3A3 (I) 
AIA3 (II) 
A11\2 (III) 
AZA3 {IV) 

LOCOS B : B1B1(I ,II ,lXl,IV,VIIIJIX} 
B2B2(V,VI 1 V!l) 

Fiq.s~. Zimogr ama sintét i co obtenido con PGI. 
B. Zimograma del gel ) revelado con PGI . 



o 

LOCUS 

B 

e 

LOCUS A 
LOCUS B 

SUIEROXIDO DISKUTASA (SOD) 

A. 

DD DDDDDDDt:J 

I I I l:II IV V VI VXl VIII ÍX X fenot 

NO SE ESTDlllO 
B1B1(I,V,IIZ) 
B1B2(VII,IX) 
'B1BllVIII.1 I.I. , IV) 
B2B3 (X) 

LOCUS C ~ C1Cl(IV 1 V) 
CIC2 (I ,II, ! II,VI,X 

VII, VIII, IX,) 

B. 

Fig . 9A. Zimograma s intético obteni do con 500 . 
B. Zimograma revelado para el gel 3 con SOO . 

48 
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Fosfoglucom.uta s a: Es \:nQ enzima especifica conveniente para 

estudios de varl.abilidad genética r se conoce mucho ~cerca de 

ella. La resoluc i6n de los zimoqramas fue rnuy butma ( Cubdro 2) • 

En este caG0 1 con pejibaye aparece solo 1 zorta de bandQo, la 

estrúctur~ de la enzima cor~esponde a un monómero (Fig.lO) . Si 

bien este.~ i nformaci6l'\ genera discr iminaci6n ~ntre las razas, es 

la enzima con ruenor nümero de fenotipos variableR de las 10 

enzimas reveladas, rnos~ró solo 3 fenotipos (CUadro 4) . 



FOSTOGLUCOMUTASA (PGM) 

o 

LOCOS 

••• 

+ I II III taa,c~ 

LOCUS ~ : A1Al(I) 
A2l\2 (I:tl) 
.l\3A3(II) 

.. 

A. 

1L 

Fig , l OA . Zimograma sintético obtenido pa ~ PGM. 
B. Zimograma revelado para el gel 2 con PGM . 
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6 . Análisis de conglomerados: Mediante el análisis estadistico 

de conglomerados se obtuvieron 2 grupos de ra~as coa fenotipos 

d i stintos , estos grupos fueron los de Bolivia - Brasil y Costa 

Rica - Panam~. Yuri~aguas se presentó distante de estos dos 

grupos (Figuras 11 - 20). 

DISTANCIA DE CONGLOMERADOS 

C A S O o S lO 15 20 25 
' RAZA snc: i --. 

BO 4 
BRA S 
PA 2 
PE. 3 
N 6 
CR l 

Fiq.11. Relaciones de similitud fenotípica con PRX entre 
las S razas de pejibaye estudiadas. 
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DISTAKCIA DE COliGLO~fERAOOS 

e .r. s o o S lO 20 25 
AA2A sec ~ 

PA 
PE 
en 
BO 
N 
6RA 

l 
J 
1 
.; 
6 
~ 

l ---' 

Fig 12 . Relaciones de similitud fenotipioa oon EST entre las 5 
razas de pejibaye estudi~das. 

e A S O 
JU\1.Jl. S !!le 

CR 1 
PA 2 
PE 3 
80 4 
BRA S 
H 6 

O:SLANClA DE CONGLOHÉRADOS 

o 10 
1 

l!l 
¡ 
1 

lO 
¡ 

_! 

-~--~ 

Fiq 13 . Relac i ones de s~litud fenotípica con ~CP entre l a s 5 

ra~a~ de pejibaye estudiadas. 



C A S O 
RAZA Se:c 

CR 
PA 
PE 
BRA 
80 
N 

l 
2 
3 
5 
~ 

6 

o 

OISTANClA DE CONGLOMERADOS 

10 15 20 5 
l -----~---!-
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25 
1 

Fig 14. Relaciones de similitud fenotípica co" G6PDH entre las 
5 razas de pejibaye estudiadas . 

DISTftNCIM DE CONGLOMERADOS 

C A S O o 10 15 20 25 
RAZA Se e 

BO ' :J BRA 5 
PE 3 

]1-----------. 
CR 1 
N 6 
PA 2 

Fig 15 . Relaciones de similitud fenotipica con MDH entre las s 
razas de pejibaye estudiadas. 
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DISTAACIA O~ CONGLOMERADOS 

e A S o o 5 10 lS 20 25 
IU\ZA Se e 

80 4 
';lilA 5 
N 6 
PE 3 
CR 1 
?A 2 

Fig 16. Relaciones de si~ilitud feno tipica con DIA entre las 5 
razas de pe j ibaye estudiadas. 

PISTAHCIA DE CONGLOHERAOOS 

C A S O o 5 lO 15 20 25 
RAZA Se e 2 

1 

PA 2 
a o ..; 
CR 1 
BRA S 
PE 3 
N 6 

Fig 17. Relaciones de similitud !enotipica con PGI entre las S 
razas de pejibaye estu~iadas. 



DIS~ANCIA DE CONGLOMERADOS 
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2S 20 
- --f·----t-

Fig 18. Rel aciones da similitud fenotipica con soo ent re las s 
r a z a s de pejibaye estudiadas ~ 

C A S O 
RAZA Sec: 
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PA 
PE 
BO 

1 
2 
l 
4 
S 
6 

DlST~Cl'A DE CO~OLOHEAADOS 

o S 10 15 
1 

20 25 

F ig 19 . Relaciones de similitud fenotípica con PGM entre las s 
razas de pejibaye estudiadas . 
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D!STA:NCU DE CON01.Q~I'E:AA!)QS 

C:.A S O o ~ 10 lS 10 2~ RA2A Se~;; .l 

Clt 1 
P.l\ 2 
.PE 3 
llO 4. 
BAA 5 
N 6 

Fiq 20 . Relaciones de similitud fenotípica entre las S razas ce 
pejibaye establecidas eon base en el total de i s oenzimas 
evaluadas en l a presente investigación . 
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DISCUSION 

La homogeneización de tejidos de pejibaye resultó~ una labor 

a~dua debido a la dificultad de rompimiento de estos tejidos 

por su alto contenido de fibras y silice (Mora-Urpi 1990) . Est~ 

situación representó un inconveniente para liberar las enzimas 

de las células y las membranas de las organelas , ya que el 

mecanismo de homogeneizaci6n es crucial para mantener la 

actividad de las enzimas (Loomis 1974) . Cada tax6n y tejido 

poseen 

ellos : 

una serie de problemas propios a considerar , entre 

el rompimiento de células, la conservación de la 

estructura cuaternaria de las enzimas y la exposición a 

complejos fenoloxidasas (Anderson 1968 , Loomis 1974 , Hiranda et 

al 1989 , Kephart 1990). 

Las estad1sticas revelan que el método de homogeneización 

más utilizado para el análisis de tejidos de plantas es el de 

los morteros y pistilos preenfriados (Kephart 1990 , Wendel & 

Weeden 1989 , Gottlieb 1977) ~ En el presente estudio, resultó 

ser el más práctico y efe-ctivo de los m~todos evaluados 1 

especialmente con tejidos de hojas y frutos . Sin embargo , se 

considera que no es 100% eficiente para extraer protéinas de 

tejidos como ralees adventicias, espinas e inflorescencias . 

Torres y Tisserat {1980) recomiendan un sistema de 

homogeneización más poderoso para extraer proteínas de tejidos 

provenientes de palmeras , por ejemplo un molino eléctrico . Las 

ventajas ae este equipo alternativo es que facilita la labor de 
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homogeneizaci6n r reduce la exposición de las muestras a 

complejos fenolo;...:idasas y minimiza los tiem!1os entre 

homogeneizaci6n - ~lectroforesis y entre homogenei~ación -

almacénamiento de los extractos . Dado que la deg~adación de las 

ptyote1nas empieza con el rompimiento celular J es inherente 

reducir el tiempo de li\aceraci6n por muestra , el tiempo de 

exposici6n a calentamiento y el tiempo de corrida , si se 

trabaja con extr~ctos frescos (Loomis 1974 , Anderson 1968 1 King 

1971 1 Torres & Tisserat 1980, ~Hranda et ª-.l l98S-l) . 

Lo s tejidos animales pueden ser extra idos con soluciones 

tampón relativamente simples, pero las plantas requieren 

soluciones más complejas (Kephart 1990~ . Los componentes de 

estas soluciones reducen la interacción entre fenoles y 

proteinas o sus productos de reacción (King 1971 ) . 

El factor m&s importante que afecta la resolución de las 

enzimas en el gel es la solución de e)(tracción 1 aún cuando 

muchas otras variables pueden contribuir con la pérdida de 

resolución en los geles, a menudo es dificil aislar el factor 

can certeza (Kephart 1990 t Crawford ~992 1 ~lendel & Weeden 1989 t 

Harris & Hopkinson 1976¡ Anderson 196S , Loomis 1 974 1 Kinq 

1971) . La solución de e~tracción utilizada en este experimento 

proveyó una adecuada liberalización de las enzimas sclubles y 

protección contra ihhibidores de la actividad enzimática . La 

evidencia de este hecho la proporcionan patrones de bandas 

definidos para 9 de las 12 isoenzirnas ensayadas . 



59 

Se considera que también la relación volumen : muestra fue 

adecuada , pues se produjo alta actividad enzimética ~on 10 de 

las iso~nz imas estudiadas. Se ha encontrado que volúmenes 

pequeños de solución de extracción no aglomeran todos los 

fenoles presentes en los extractos, lo que genera patrones de 

bandeo degradados , mientras que excesos de solución producen 

geles con bandas débiles (Kephart 1990) . 

La soluci6n de extracción dada por Azofeifa (1990) , no !ue 

apropiada para extraer proteínas de plantas porque carece de 

protectores contra loL compleJos fenólicos . s~ observ6 que la 

carenc ia de estos protectores causa degradación de las 

muestras, la cual se evidencia ~ediante oscurecimiento de los 

extractos; corno producto de la acción de les fenoloxidasas , las 

cuales re~ccionan con el grupo Nfl2 y SH de las protelnas (Loomis 

1974). 

Los zimograrnas de EST , PRX, ACP, DIA, ME, PGI presentaron 

patrones de bandeo con enzlmas secundarias¡ estudios realizados 

con Elae~ gyinensls, Elaeis oleifer~ y f'hoenix dactYlitera 

(Ghesqu1cre ~al 1984, 1985, 1987; Miranda~ g1 1989; Torres 

& Tisserat l986¡ Bennanceur ~ si 1991) mencionan la 

existencia de lsoenz imas secundarias en pa lmcras. La razón 

exact a de su presencia nadie la conocs con certeza, pero 

pued~n result~r de aspectos tales corno : preparación inadecuada 

de la muestra, congelamiento, solución de extracción 

inapropiada , uso de tejido vie jo , calentamiento de la muestra 
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o del gel durante la corrida o simplemente producto de 

inespecificidad enz;imática (PRX, ME, EST, ACP , biA}, su 

presencia y frecuencia son un peligro para la determinación de 

las duplicaciones génicas (Kephart 1990 , Harris y Hopkinson 

1976, Jarret & Litz 1986, stuber 1991 , Simpson & Whiters 1986, 

Crawford 1992. Wendel & Weeden 1989). 

El tejido de hoja resultó ser el mejor de todos los tejidos 

evaluados, se homogeneizó con nenor dificultadad que el resto 

y mostr6 ~imogra~as más definidos y claros. Posee las 

siguientes ventajas: disponibilidad del tejido durante todo el 

año, fácil de colectar, muchos sistemas enzimáticos se pueden 

evaluar y es un tejido diploide (Kephart 1990 , Crawford 1989, 

Atkinson ~ li 1986, Weeden 1989, \>1eeden & Gottlieb 1980). 

En plantas , son pocos los estudios eleotroforéticos que se 

han realizado con tejidos de frutos, ya gue los almidones y las 

grasas intérfieren con la corrida y los contenidos proteicos 

son menores con respecto a la hoja (Kephart 1990) . 

Ghesquiere (1984) realizó estudios electroforéticos en palma 

africana y encontró m!s actividad en tejidos de polen que en 

tejidos de hojas . Es ioportante señalar que en este tejido de 

polen sólo 1 de los alelos está contenido (Crawford 1989) ; 

mientras, con los extractos de hojas el problema son las altas 

concentraciones de fenoles, taninos y pigmentos carotenoides 

que afectan la actividad de las enzimas ¡ por lo que se debe 

recurrir al uso de soluciones tampón con alta protección contra 
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inhibidores enzimáticos para resolver el proble::~a (Kephart 

1990 , Heeden & \o~enclel 1989, Loomis 1974, Anderson 196~) . 

La temperatura de almacenamiento óptima tue -7o•c . Los 

prP.sentes resultados concuerdan con KPphart ( 1990), quien 

intorma que muestrds de plantas almacenadas por 2 aftos a -70°C 

mostraron roproducibilidad de zimoqramas, lo que indicó que las 

r.\Uestras no se degradaron . As ir:tisrno Wendel y ~'leeden ( 1989) 

agr egan qu~ ~uestras eonserv~das a -70°C por unos pocos años 

retuvieron altos niveles de act1vidad enzimática . Atkinson et 

(1~86) encontraron que los patrones de bandas fueron 

modificados por congelaciento por varios dias a -2o•c, al iqual 

que en este e~perimento . 

El m~todo de análisis electroforético discontinuo y nativo 

en geles cte poliac~ilamida realizado con el equipo Mini Protean 

11 proporcionó buena resolución para 9 marcadores e nzim!ticos, 

es un método Btll o conveniente para realizar una evaluaci6n 

preliminar de marcadores polioórficos con extractos aninales o 

vegetales (Oavis 1964}. La conven1encia de es:e método 

elcctroforético radicó en la alta resoluci6n de bandas que 

ofrecen los geles de poliacrilarnida, las dimensiones del equipo 

permiten un ahorro de reactivos de electroforesis y tinción y 

l~s corridas fueron más ntpidas , no más de una hora . Sin 

embargo, si desea realizar un estudio d~ variabilidad genética 

de mayores proporciones , se recomienda el uso de equJpo más 

grande, que permita una amplia separación de bandas con el fin 
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de discriminarlas con propiedad , aunque esto ocasione 

incrementos en los costos de la investigación . 

La principal propiedad de los estudios de electroforesis de 

isoenzimas se: basa en el hecho que las bandas pueden ser 

igualadas con los diferentes alelas de un locus génico o con 

aleles provenientes de diferentes Ioci (Crawford l985 , 1989) . 

Estos datos alélicos son utili~ados para evaluar la variación 

genética a nivel de poblaciones y facilita la cuantificaci6n de 

similaridad genética y diferencias ~ntre poblaciones y taxones 

(Nei 1973) . Esta información se torna más valiosa cuando los 

datos alélicos se comparan con descriptores morfológicos , 

estudios de citogenética y distribución geográfica (Cra~ford 

1984, l9B5 , 1989) . 

E.n este estudio se encontraron 9 loci polimórf icos (PRX, 

EST 1 ACP, DIA, MDH, GGPDH , PG! , SOD , PG!-!) y en especial un 

locus adicional en los zimogramas de PRX con la raza Guápiles , 

lo que se considera un marcador discriminatorio para esta raza 

de costa Rica , es posible que éste sea producto de duplicacióh 

génica , aunque es necesario estudiar rnayor número de muestras 

de esta raza para comprobar su existencia . 

Un SO% de los loci revelados ~ostraron diferentes grados de 

polimorfismo y algunos de los ~imograrnas resultaron complejos . 

La naturaleza del polimorfismo en pejibaye es incierta dada la 

amplia variabilidad genética mostrada a través de 

caracteristicas biológicas y su amplia distribución geográfica . 
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Estudios real~zados en ot~as palmeras han mostrado evidencia 

dQ un polimorfismo elev~do, lo que corrobora la existdncia del 

que se visu~liza a través de c a r acter1sticas morfológicas. 

Torres y Tisserat (19$0) e ncontraron un 88% de looi 

polirn6rflcos en PJl~nix ~li~~ra para un total de 14 alelos 

en 8 loci. Ghesquiere (1987) estudió a Elaeis oleifera y 

encontró ll enzimas con 1 4 loci polim6rficos y un total de 31 

alelos. Bennanceur ~ al (1991) estudiaron esta misma palmera 

y encontraron 7 enzimas con alto porcentaJe de loci 

polim6rficos (71.4t), alta heterocigosidad (0.436) y una 

considerable diversidad genética mostrada por 29 genot1pos en 

Jl cultivares . 

Hamrick ~Al (1979) proponen que plantas perennes, alógamas 

con alta fertilidad y amplia distr ibución geográfica como las 

palmeras, por lo general presentan altos niveles de 

polimorfis mo . Kimura (1982) comenta gue las palmeras presentan 

un modelo infinito de alelas y que en estas plantas se han 

encontrado muchos alelos por locust donde uno de los cuales se 

e ncuentra con mayor frecuencia . Este alto polimor!ismo puede 

obedecer a la naturaleza dioca de estas plantas y su 

reproducción al6gana, o puede ser producto de 

condiciones arnblentales o la coexistencia 

genéticamente diferentes (Bennanceur ~ 21 l99l). 

diferentes 

de clones 

Se observó vari~ción de fenotipos electroforéticos dentro de 

plantas de la misma raza y e nt re plan~as de diferente raza ; 



pero es muy probable que no todo el polimorfismo se revelara si 

se considera el número de plantas estudiadas por raza . Para 

obtener diferencias reales de variabilidad genética entra 

palmeras del mismo origen, se deba muestrear mayor cantidad de 

plantas1 con el fin de reunir la rnayoria de alelos, 

especialmente los alelos raros. Resultados simi~ares a los 

encontrados para pejibaye fueron comunicados por Ghesquiere 

( 1984) en ~eis quinensis, donde existe mucha variabilidad 

entre palmeras del ~ismo origen geográfico . 

El conjunto de información obtenida con el ané.l ísis de 

conglomerados muestró que exist~n 2 grupos de razas con 

fenotipos electroforéticos muy diferentes , estos grupos son 

Guápiles - Darién (PA - C.R.) y Chapare - Selern (80 - BRA) y 

deja a Yurimaguas (PE) algo distante de ambos grupos, esta raza 

presentó una relaci6n de distancia intermedia con respecto a 

los otros dos grupos. 

La relación de distancia entre grupos está claramente 

definida en e.l dendrograma (Fig.l6) mostrado con la enzima 

diaforasa (DIJ\), esta condición la convierte en una enzima 

relevante en estudios isoenzimáticos de pejibaye . Además t esta 

enzima agrupó las razas Chapare (BO) y Belem {BRA) las cuales 

poseen similitud morfológica. Mora - Urpl (1993 ) considera gue 

la raza Belem (BRA) es una subpohlaci6n de Chapare (BO) con 

base en la similitud morfológica gue poseen. 

Las isoenzimas PRX 1 ACP t MOH, DIA (Figs.Ll 1 13 , 15 y 1 6) 
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pres entaron estrechas relaciones de fenotipos e l ectroforéticos 

entr e las razas Chapare (BO) y Belem (BRA) . En otra~ plantas se 

ha n encontrado similitudes alozimicas e ntr e razas geogr áficas , 

taxonómicamente reconocidas como subespecies o variedades 

(Doebley et al l9S4) . Se ha sugerido que en algunos casos la 

f a l ta de divergenc ia genética entre subespecies puede resultar 

de factores c omo: la reproducción cruzada, las grandes 

distancias de d i spersión de polen y semillas , la reciente 

separación de las subespecies y el flujo génico continúo 

(Crawford 1985} . 

Las isoenzimas que agruparon estrechamente las razas 

Guápiles (C . R) y Darién (PA} fueron MDH, G6PDH , DTA, PGI , SOD 

y PGM (fi gs. 14 , 15 , 16 , 17, lB, 19), aún cuando l a morfologia 

entr e estas razas es algo disi~il. Mora - Urpi (1993) comenta 

que esta r elaciones de s1militud fenot1pica obedecen a que la 

raza Guápiles es posiblemente un hibrido entre l a s razas Darién 

y Chinamato (Colombia) . En l os dendrogramas obtenidos con las 

enzimas PRX y SOD (Figs . ll y 18) l a raza Yu~imaguas (PE) se 

presentó corno el grupo más alejado¡ mientras que con las 

enzimas EST, G6PDH, NOH y PGI {Figs . 12f l 4 t 15 1 1 7 ) . 

Yurimaguas comparte alguna relación de similitud con las razas 

de PA - C. R. (Figs . 13 , 16 y 19) y además compar te relación de 

simil i tud con las razas BRA - so. Mora - Urpi (1993) comenta 

que esta situación coincide con el hecho de que la raza 

Yur imaguas es posiblemente un hibrido . 
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CONCLUSIONES 

1 -- La mejor ~omogeneización de ~uest~as se obtuvo con el uso 

de morterós y pistilost aunqu~ él ~étodo no es 100% eficiente 

con el total de tejidos estudiados . 

2 -. La soluei6n de extracci6n d~ p r oteinas Fosfato O.lM pH 

7. O 1 12% PVP--4 O (W /W) , O. 1 r•t 2- r;;ercaptoetanol 1 l . 5% BS.~ COTl una 

relaci6n volumen : muestra de 2 ~ 1 ( 3~1:1,5 g ) log~ó aglomerar 

los fenoles y otros productos de interferencia en~im~tica de 

~anera adecuada y proveyó zímogramas con bandas definidas . 

3 - . El t:ej ido de hoja a pesar de sus altos contenidos 

fenólicos, de taninos y pigmentos carotenoides, resultó ser e l 

tejido óptimo porque se homogeneizó y clarificó f ácilme nte , 

posee mucha actividad enzimática y es un tejido diploide que se 

puede colectar durante todo el año . La cantida.d óptima de 

muestra fue 1.5 g . 

4 ... • El equipo vtini-Protean II es un sistema conveniente para 

evaluar polimorfismo isoe.nzim~tico de manera preliminar 1 ya que 

por sus dimensiones reducidas permite bajar los costos de 

investígación . 

.5 - • Diez de los 12 marcadores isoenzimáticos estudiados 

fueron revelados con el sistema de electroforesis discontinuo 
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estandarizado en geles de poliacrilamida . Este sistema brindó 

excelentes resoluciones para soo, PGI , PGM, G6PDH1 MDH , mediana 

resolución para OlA, PRX, EST, mientras para siste~s como ME 

Y ACP no se obt uvo la resolución óptima . con ADH y GOT no se 

obtuvieron patrones dé bandas, lo cual indi c a que la 

metodologia desarrollada es inapropiada para estas e nz i mas . 

6 - . Un 80% de los marcadores isoen zirnáticos evaluados son 

polimórfic os con tejidos de hojas de pejibaye . Los marcadores 

polim6rficos útiles para futuros estudios de variabilidad 

genética en peJibaye con el presente sistema de electroforesis 

son : SOO , PGI, PGM, G6PDH y MDH . Otros parcadores po l imórfi cos 

encontrados fueron : PRX, ES1', ACP y DIA , esto s presentan 

patrones de bandas complejos , isoenzimas secundarias y sombras 

de degradación de la muestra . Si se desean estudiar los 

polimorfismos de estos marcadores se deben realizar cruces de 

progenies controlados, para dilucidar con propiedad la 

constitución genética de estas isoenzimas inespec1ficas . Se 

recomienda el estudio de otros marcadores isoenzimáticos 

especificas como : GOT , SKDH1 GDH , IDH y TPI . 

7 - . Se encontró variabilidad fenot1pica entr e razas y dentro 

de las razas de los 5 or1genes geográficos y un locus adicional 

en l a raza GuSpiles (Costa Rica) con el marcador PRX , la cual 

se considera un marc ador discriminante para la raza ¡ sin 

embargo , la hipótesis requiere comprobaci6n . 
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8 - • :El anti'!isis de conglomerados revel6 que existen dos 

grupos con fenotipos diferentes , est:os son Guáp:i 1J~ (CR) 

Oarién {PA) y Belem (BRA) - chapare (DO) . La raza 'fur.imaguas 

(PE) quedo olejada de ambos grupos . 

9 - . Aunque eat:e estudio es ciertamente incomple'to, proporcionó 

un método para 1 análisis de ~arcadores isocnzimáticos 

polim6rt icos en pe) ibaye, permiti6 conocer cué:les de estos 

marcadores fueron polim6rfi~os y eual fue su potencial 

discrimindtorio y adern~s facilitó la eo~p raci6n de individues 

con diferente ot"igen g~oqráfico en cuanto a su fenotipc y 

expresión de 9enes. Esta es una herramienta bésica preliminar 

para mejorar el entendimiento y organi~aci6n de la variabilidad 

gen~tico en pejibaye o si~plemente per.mit~ obtener u n mejor 

anténdimi~nto de la estructura y funcion~miento de los qenes de 

plantas. 
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APENDICES 

APENOICE 1 . Frotocolos de los ge l es nativos usados ~ara el 
análisis de isoenzirnas en ~ri~ qasipaes . 
Modificaciones de los protocolos dados por Hames 
' Rickwood (l9B7) . 

Componentes 
del gel 

Agua destilada 

Sol.Tamp6n del 
Tris Hcl lM pH 

gel 
6.8 

Sol.Tampón del gel 

Ge l espaciador 
V'! := S ml 

S% 

2.9rnl 

1.. 25ml 

Tris H~l l. SM pH 8.7 

Aorilarn i da :lO % ** 833Ul 

Temed• 6ul 

Persulfato 10 % ** 23u). 

7\ 

Gel separador 
Vf = 6 rnl 

B% 

J.7ml 3.3Jml 

0.9lml l.04ml 

l.4ml 1.6ml 

5.6ul 6. 4ul 

22,4Ul 25.6u l 

10% 

2.3ml 

1 . Jml 

2 . 0rnl 

Sul 

32Ul 

* El temed se encuentra en una relación de 1 :4 con respecto 
al persulfato. 

** El persulfato al 10 \ y la acrilamida al JO % se prepararon 
con anticipaci6n, se hicieron alícuotas de 5 y 10 ml 
respectivamente y se a lmacenaron a - 20°C hasta que se usaron . 
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APENDICE 2- Protoco los de tinción de 12 isoenzimas ensayadas 
con extractos de hojas de pejibaye . 

PEROXIDASA ( PRX ).( E . C.1.11.l.7) CIAT 1990. 

Acetato de sodio 0 . 2 M pH 5.0 
3-Amino 9-etil carbazol 
(disueltos en 5 rnl de NN dimetil formamida 
Peróxido de hidrógeno al 3% 

50 rnl 
40 mg 

7 gotas 

Función: V1as oxidativas (oxidaci6n de IAA , destoxificación de 
peróxidos orgánicos), procesos de senescencia . 

ESTERASA ( EST ). (E.C.3.1.1.2) CIAT 1990. 

Solución fosfato de sodio 0.2M 
Disodio hidrógeno ortofosfato 
Sodio hidrógeno ortofosfato 
Alfa - naftil acetato 

Beta- naftil acetato 

Fast Garnet GBC sal 

Función: Hidrólisis de ésteres . 

pH 6.8 : 
0.15 M 
0 .1 5 M 

30 ml 
20 rnl 
0.04gr/3ml 
acetona . 
0.04gr/3ml 
acetona . 
0.02 grs. 

FOSFAT~SA ACIOA ( ACP ).(B.C.3.1.3.2) Harris & Hopkinson 1976 . 

Ta~pón Citrato 0.05 M pH 4 . 5 
Alfa - Sodio naftil fosfato ácido 
Beta - Sodio naftil fosfato ácido 
rast garnet GBC sal (colorante) 

Función: Hidrólisis de ésteres fosfatos 

SOml 
50mg 
somg 
SOrng 



ALCOHOL DESHlOROGEN~SA (~OH). (E.C.1.l.l.l ) H~rris' 
Hopkinson . l976 . 

~ris HCl 0.05 M pH 8 .6 
F.t.1nol aosoluto 

25m l 
3ml 
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NAO 
MTT 

2 0mg 
lOrng/2rul 

agua PMS 
4mg/O.Brnl agua 

Funció11: 
red 6 

~er~ ntac_on alcohólica, ox1daci ón de a coholes , 
de acetaldeh1dos a etanol. 

MALATO OESHIOROGEN~SA ( HDH ) . (E.C . 1 .1.1. 37) CIAT 1990 . 

Tris malato O.lM pH 5 . 0 
L- !ctdo rtll!.co 
NAO 
Wl'T 
PMS 

SOrnl 
20mq 
2 rnq 
8 mg 
t.t z.as . 

Función: Ciclo del acido tricarboxi lico, QXidaci6n de malato a 
acetato, fotorespiraoi6n. 

ENZIMA ~~LICA (M& } .(E .C. l.l.1.40) CI~T 1990. 

Tris malato O.lM pH 7.2 
Hgcl2 
L- ácido málico 
NAOP 
MTT 
pfwtt; 

45ml 
:, ml 
20mq 

Omg 
6 mg 
trazas 

Función: :::.1clo del ácido c1.trico c~:~t l tu1 la formación de 
ac1dc dl~arbox1llco~ de C02 y precursores de 3 carbonos. 
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GLUTAMATO O~LATO TRANSAMINASA ( GOT ). (C .E 2 .6.1.1) Valle jos 
1983. 

A. Tr is Hcl 0. 1 M pH 8 . 5 
Al fa-cetoq lutarato 
Acido aspártico 

B. Fyr l doxal-5-p 
Fast blue BB sal 

Función: Metabolismo de los arnino~cidos. 

OIAFORASA ( gYA ).(E.C.1.6.4.3) CIAT 1990. 

Tris Hcl 1M pR 8 . 5 
Agua 
NADH 
NTT 
2,6 diclorotenol indofenol 

Funci6n: Participa e n catális is de la via oxidativa. 

l OOml 
l OOmq 
200mg 
10 mg 
150mg 

S ml 
4 5 tnl 
20 mg 
10 mg 

trazas 

GLUCOSA 6 FOSFATO DESHIOROGENASA( G6PDH ).(E.0.1 .1 .1.49) CIAT 
1990. 

Tris Hcl 1M pH 7 .5 
Agua 
MqC12 0.1 M 
Glucosa 6- fosfato (mono-sal) 
NADP 
MTT 
PMS 

Punci6nz Ciclo de Calvin, Ciclo Pentosa f osfato . 

s ml 
45 ml 
O.Sml 
20 mg 
10 mg 
10 mg 
trazas 
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SUPEROXIOO DISMUTAS~ ( SOD ) . (E.C.l.lS . l.l) Harris y Bopkinson 
1976 . 

Tris Hcl O,O SM pH 8 . 0 
NAOP 
MTT 
MgCl2 
PMS 

Funci6ns Inactivación d e radicales super6xido . 

FOSFOGLUCOISOMERASA ( PGI ) . { E . C . S . 3.~.9) CIAT 1990 . 

Tris Hcl lH pH 8.0 
Agua 
HgC12 O. lM 
G-6PDH 
Fructuosa ó fosfato deshidrogenasa 
NADP 
MTT 
PMS 

Funci6n1 Glic6lisis , sintesis ~e almidón . 

FOSFOGLUCOMUTAB~ ( PGM ) . (E. C.2.7.5 . 1) CIAT 1990 . 

Tris HCL 1M pH 8.0 
Agua 
Cloruro de Maqnesio 0.1 M 
Glucosa-1-fosfato 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
Glucosa 1,6 difosfato 
NADP 
MTT 
PMS 

' 50 ml 
10 rng 
10 mg 
so ul 

trazas 

5 ml 
40ml 
1 ml 
4 ul 
lOmg 
6 mg 
6 mg 

trazas 

5 ml 
45ml 
.l ml 
25mg 
9 ul 

trazas 
6 mg 
6 mg 

Trazas 

Función : cataliza la interconversi6n de glucosa l-P y glucosa 
6-P en lo reacci6n que une el metabolismo del Ciclo de Calvin 
con el metabolismo de carbohidratos en el cloroplasto y con el 
metabolismo de la sacarosa en el citosol . 



APENDICE 3. Estructura , distribución subcelular y n úmero de 
isoenzimas encontradas en otras plantas de interés 
económico . 

Enzima Isoenzimas Loca lización 

ACP 2-~ Varias 

ADH 1-) e 

DIA } -.; C,P,MT 

EST 2-20 e 

G6PDH 2 C,P 

PGI 2 C1 P 

HOH 3 C,MT,MB 

ME 1 e 

PRX 2-13 C,Pc 

PGM 2 C,P 

so o J C,P,MT 

GOT . C,P,MT,Mc .. 

Fuente d e información : Soltis & Soltis 1989. 

Localización; 
= Cloroplasto 

P ::: Plasti dos 
MT• Mitocondria 
Pe= Pared celular 
Me= microc uerpos 

Estructura: M = Monómero 
D ... Dimero 
T =- tetrámero 

Estructura 

M,O. 

M, D. 

M,O . 

M, D. 

D. 

D. 

o. 

T. 

M, D. 

M, O. 

o,:. 

D 

90 
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APENDICE 4. oraenamiento cualitativo de ra~as según su 
fenotipo. 

Fenotipos 

=--===~-==---~~-===--=======-=======-=-----=--== 

PRX . 

"EST . 

1 
2 
3 
~ 
'j 

6 
7 
8 
9 

10 
ll 
1 2 

1 
2 
3 
4 
S 
G 
7 
e 
9 

~o 

1 ~ 

12 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

PA 1 so 
CR, PE, CR 
CR 1 CR 
BRA , 80, BRA 
BO , PA 
PE 
PA, BRA 
PE, P.E 
BO, BAA, BO, 
CR• 
PA, PA 
PE 

CR,PE 
PA 
80 
BO 
CR 1 PA 1 BO , PA 
BRA,BO 
BRA, 80 
CR 1 BRA, BRA 

BRA 

BAA 
PE ,PA,CR,PE,CR 
PE,PE 
PA 

BO,PE,PE,BRA,BO,BRA,B0,8RA,BO 
PA,PE 
CR,CR 
60,CR 
PA ,BO 
PE 1 PA 
5RA, SRA 
PE,PA 
CR 1 CR 



DIA. 
1 
2 
3 
4 
5 
S 
7 
S 
9 

lO 
11 
12 
lJ 
l4 

MO}{ . 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

G6i'DH . 
1 
2 
:J 
4 
5 
6 
7 

PGI . 
1 
2 
3 
( 

5 
6 
7 
B 
9 

PA, BR.l\ 
CR,PA 
CR 1 PE,PA 
SRA, PE 
BO,CR 
t'E,PA 
CR 
PE 
BRA 
BRA,PE,BO 
BO,PA,CR 
SRA 
BO 
BO 

CR 
PE 
BO,BRA,BO,BRA,BRA,BO 
BO 
CR,PA,PA,PA , CR , PA,CR,BRA,PE 
PErPE,PA,PE,BO 
CR 
BAA 

BO,PA,PE,PA,CR,"SRA,PE,CR,PE,PA-PA,CR ,CR,BRA . 
BRA,PA. 
BO,BO 
CR,l?E 
B0,8RA 
80 
BRA,PE 

CR,PE,PA,CR 
BO,BR,BO,SO,BO 
BRA,BRA 
PA,CR,CR,PA,PE,PA,PE 
BRA 
CR,PE,PA 
80 
BRA 
PE 
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soo. 

PGM . 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
S 
9 

10 

l 
2 
3 

PE, BRA , BRA 
PE 
PE 
CR 
PA,CR,BO,BRA,BRA,PA,PA 
BO, PA , CR ,BO ,PA,CR 
PE 
CR 
BO,BRA 
PE,BO 

PA,CR,PA,CR,Ph. 
PA,CR,PE,BRA,BR~,PE,PA,PE,BRA,BO,CR 

CR ,BRA ,BO,PE,PE,BO,BRA,BO,BO 
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