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RESUMEN

Se estandariz® un sistema de andlisis electroforético en
geles de poliacrilanida, para la evaluacién de isoenzimas
polimérficas en Bactris gasipaes. Se estudiaron las siguientes
enzimas: ADH, GOT, ME, G6PDH, PRX, EST, DIA, ACP, MDH, SOCD,
PGI, PGM en 5 tejidos con 5 razas de pejibaye provenientes de
Brasil, Costa Rica, Panamd, Bolivia y Perd.

Por ser los tejidos de pejibaye muy fibrosos, el proceso de
hogeneizacién de la muestra resultd laborioso. Se macerd 1.5 g
de muestra en morteros preenfriados con solucidn de extraccidn
fosfato 0.1 M pH 7.5 (Modificacidn Baaziz & Saaidi 1988), se
centrifugaron por 20 minutos a 15,000 g a 4°C; el tejido gue
didé mejor resultado fue la hoja y la nejor temperatura de
almacenamiento fue =-70 ©°C, Para cada enzima se encontraron
diferentes condiciones de concentracidn del gel, solucién
tampén del tanque y carga por pozo. Las enzimas G6PDH, PRX,
PGI, PGM mostraron alta resolucidn; ADH y GOT no funcionaron
con el sistema de andlisis electroforético y de revelado
estandarizado en este estudio. Se observd polimorfismo en el
80% de las enzimas estudiadas. En el andlisis de conglomerados
se establecieron relaciocnes de grupo entre las razas de Costa
Rica y Panam&, las razas de Brasil y Bolivia, mientras la raza
de PerQ se ubicé independientemente.
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PREFACIO

La presente tesis para optar al grado de Magister Scientiae
estd escrita en capitules divididos segin las normas del
reglamento de tesis del Sistema de Estudios de Poesgrado de la
Universidad de Costa Rica.

El capitulo primerc fue escrito de acuerdo con el formato de
publicacidén empleado por la Revista de Biologia Tropical de la

Universidad de Costa Rlica.
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CAPITULO PRIMERD
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El pejibaye, cachipay o pijibay (Bactris (Guilielma)

gasipaes Kunth.) pertenece a la Familia Palmae o Arecaceae ¥y
parece ser el lnico grupo de palmas domesticadas de América con
potencial econdmico (Lleras & Coradin 1983). Es una planta que
ha tenido gran relevancia para diversas civilizaciones
precolombinas del Trépico HOmedo Americano, ya que constituyd
uno de los alimentos basicos de su dieta y para algunos
representaba un simbolo religioso (Mora~ Urpi 1984).

De esta palmera se emplea actualmente el frute y el
palmito. E1 fruto de pejibaye es rico en vitamina A, almidones,
aceites insaturados y proteinas y se utiliza para el consumo
humano y animal (Blanco gt al 1%90; Cooz 1984; Murillo et al
1983), El palmito o corazdn de palmera se obtiene de la seccidn
apical del tallo Yy la base de las hojas embrionarias. Posee un
alto contenido de fibra y constituye un platillo de “"gourmets®
de amplia aceptacidn en el mercado nacional e internacional
{Mora =~ Urpi 192%0; Amaya et al 1984},

Hoy en dia, Costa Rica cuenta con el mayor banco de
germoplasma de pejibaye en el munde, Para explotar la rigqueza
de 1los recursqos genéticos disponibles en el banco de
germoplasma de Bactris gasipaes, se requiere desarrollar
marcadores biocguimicos y moleculares gue permitan un andlisis
genético completo de este banco, como complemento de aguellos

marcadores morfolégicos tradicionalmente utilizados.



1.1 DISTRIBUCICH,.

El pejibaye es una planta propia del Tsxdpico Himedo
Americanc; se encuentra desde el nivel del mar hasta los 1000
msnm Yy se distribuye de manera natural de Darién en Panama
hasta la Provincia de Santa Cruz en Bolivia y el EBEstado de
Rondonia y posiblemente Matto Grosso en Brasil. Su aparicién
natural ma&s al norte de Centro América aln no ha side
confirmada, aungue se le cultiva desde hace pesiblemente varios
milenios hasta el Noreste de Honduras (Fig. 1) (Mora-Urpi
1992).

Los limites de esta distribucién est&n marcades por varios
aspectos: 1 - los extremos de las rutas migratorias de aguellos
indfigenas gue practicaron su cultive; 2 - una precipitacién
menor de 2500 mm anuales; 3 - periodeos estacionales secos
mayores de 2 meses; 4 — temperaturas anuales npenores de 23°C
para las pohlaciones naturales y 20°C para aguellas cultivadas;
5§ = y por zonas pantancsas (Mora-Urpi 15B4; Camacho 1876).

La distribucidn natural de las semillas es llevada a cabo
a cortas distancias por aves, roedores y otros mamiferos y
quizé sean transportadas a distancias un poco mayores por el
agua (Mora-Urpi 1992).

El pejibaye parece adaptarse a una amplia gama de
condiciones ecolégicas dentro de la 2zona tropical (Camacho
1976). En Costa Rica las principales areas de produccién del

cultivo de pejibaye son San Isidro del General, Buenos Aires,
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Fig 1. DISTRIBUCION ACTUAL DE Bactris gasipaes EN AMERICA

TROPICAL. FUENTE: Mora - Urpi, 1993. En prensa.



La Cuesta, Upala, Guipiles, Tucurrigue y Horguetas (Mora-Urpi

1990; Arroyo 1990).

1.2 ORIGEN Y DOMESTICACION

El origen del pejibaye ha sido un tema controversial.
Varios autores han propuesto diversas tecorlas sobre el origen
de esta especie, por ejemplo: Bates (1962) y Wallace (1853)
comentan gue el pejibaye no es originario del Amazonas.

Vavilov (1%951) propone la regién de Los Andes como el
centro de origenh de esta especie; Prance (1982) sefiala gue es
el Amazonas y que la expansién hacia Centroamfrica se dif en la
época precolombina a través de los Andes.

foore (1973) sugiere gque el Noroeste de Sur América pudo
haber sido el centro de origen de las Palmas y gue el pejibaye
obedecid ese patron de distribucidn, y gue luego la especie se
extendid a lo large de las faldas de los Andes de Bolivia a
Panama.

LLeras y Coradin (1983), proponen gue Bactris gasipaes
muestra 3 regiones de especiacidon : 1 - Regién Atlantica Norte
y Suroeste de Costa Rica — Norceste de Panami; 2 - limite Oeste
del Amazonas, Venezuela, Sur de Colombia, Noroeste de Per( y
Ecuader y 3 - Delta del Amazonas.

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

nativa de una extensa regidn del Trépico Himedo Americano, gue



fue domesticada por diversas tribus a partir de varias especies
silvestres; su posterior difusidn indujo hibrifiaciones gue
contribuyeron al aumento de su diversidad. El1 pejibaye
cultivado =e considera una " especie sintética", cuyc origen
obedece a un producto de seleccidon artificial e hibridaciodn

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

1.4 TAXONCHIA

Las palmeras son un grupo taxondmico pocc conocido y entre
agquellas cultivadas las de crecimiento cespitoso conme el
pejibaye reguieren mayor investigacidén (Mora - Urpi 1992),.

Dada la gran diversidad morfologica gue presenta, el
pejibaye se convierte en una planta de clasificacién taxonémica
dificil,

Los pejibayes se han clasificado bajo dos nombres genéricos
Bactris Jacquin y Guilielma Martius. La descripcidn de pejibaye
cono Bactris, se basd en un grupo de plantas encontradas en la
ribera del ric Magdalena en Colombia (Mora-Urpi 1984).
Posteriormente, en 1824 Martius lo describe bajo Guilielma,
basado en una muestra encontrada en Maranhao, Brasil (Mora-Urpil
1984).

La controversia taxondmica persiste y algunes autores
reunen teodas las especies descritas bajo el género Bactris

(Glassman 1972; Mora - Urpi & Clement 1981). Tomlinson (1961)



los considera géneros diferentes con base en que las especies
de Bactris examinadas poseen fibras esclerenguimdticas largas
gue se ramifican en la lémina mientras que en Guilielma no se
presentan.

Se han descriteo 239 especies dentro del génerc Bactris, de
las cuales 14 se sitdan dentro de Guilielma. Sin embargo,
algunas de las especies referidas comec Guilielma posiblemente
son sindnimos, por ejemplec utilis, gasipaes y speciosa; y otras
no deben incluirse en este taxédn (Mora-Urpl 1%284).

Por lo tanto, mientras no se tenga un criteric de
clasificacidn o nomenclatura coherente, se emplea el término

" raza " en sustitucidn de wvariedad o subespecie. Donde el
término raza designa aguellas poblaciones o grupos de
poblaciones gue presentan similitudes morfolégicas, las cuales
comparten una reqgidén gecgrafica y poseen un origen comin (Mora-
Urpi 1984).

Las poblaciones de pejibayes cultivadas en la regidn
Norceccidental de los Andes, de Ecuador y Colombia, asi como en
Panama, Costa Rica y HNicaragua se conocen -comeo Razas
Occidentales; y aquellas que crecen en la regidén oriental de
los Andes y cuenca amazénica se conocen como las Razas
Orientales o Amazdnicas (Mora-Urpi 1984).

Esta diferenciacidn racial se iniecia con los diferentes
origenes de las poblaciones y se acentia posteriormente por el

procese evolutivo natural primero y luege con la participacién



humana (Mora-Urpi 1984}).

El estudio de la diversidad es de suma importhincia para el
mejoramiento genético de esta palmera, de aqui la necesidad de
emplear nuevos enfogues gue faciliten su estudio. Una de las
herramientas gue responde a esta necesidad es la electroforesis

de isocenzimas.

2. ANALISIS ELECTROFORETICO DE ISOENZIMAS

2.1 ELECTROFQORESIS

La electroforesis de proteinas se ha convertide en una
poderosa herramienta de investigacidn en miltiples disciplinas
de la biologia, entre ellas son de nuestro interés la
sistematica, la evolucidn y la genética (Wendel et al 1989). La
técnica se basa en el hecho de gue las moléculas de proteina
poseen carga eléctrica, Yy por tante son capaces de moverse
cuando se colocan en un campe eléctrice (Hames y Rickwood
1987). La separacion, direccidn y velocidad de migracién
electroforética de estas proteinas depende de : 1 - su carga
eléctrica, tamano y forma; 2 - del medio de soporte y 3 -
cantidad de corriente eléctrica a través del campo de
separacién (Hames y Rickwood 1987),

La separacién de mezclas complejas de enzimas puede ser
llevada a cabo en los siguientes medios de soporte,

poliacrilamida, almiddn, agarosa y acetato de celulosa. Las dos



Gltimos medios poseen poco poder de resolucién, por esta razdn
no se usan en estudios de polimorfismo; mientras gue los de
almidén y poliacrilamida son medios inertes con la propiedad de
regular el tamafic del poro en el gel y obtener un mejor
tamizaje de las moléculas (Hames & Rickwood 1987; Harris &
Hopkinson 1976; Wendel & Weenden 1989).

En investigaciones gque se reguieren altos poderes de
resolucidén, se usa electroforesis de poliacrilamida (PAGE). La
poliacrilamida es un polimeroc sintético a partir del monémerc
acrilamida; la polimerizaciédn es realizada por la adicién de
persulfato de amonic o riboflavina y temed. El temed cataliza
la foermacidn de radicales libres a partir del persulfato y éste
a su vez inicia la polimerizacidn (Hames & Rickwood 1987). Su
propiedad mds valiosa es su capacidad de tamizaje, pues es
posible variar las concentraciones de acrilamida ampliamente.

Otras ventajas son la uniformidad del gel, transparencia,
resolucion, estabilidad en un amplio rango de pH, temperatura,
fuerza idnica; ademds, sus componentes inertes permiten 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 difusién de la muestra (Hames & Rickwood 1987,
Harris & Hopkinson 1976). Por estas razones se considerd més
conveniente el gel de poliacrilamida para realizar el proceso
de estandarizacion electroforética en pejibaye.

En PAGE se pueden analizar exitosamente una amplia gama de



tejidos de plantas. La eleccién apropiada depende de 1los
objetivos del estudie y de la disponibilidag de material
(wendel 198%). Usualmente el tejido vegetativo es el mas usado
por la facilidad de colectarlo, tales como hojas , peciolos,
tallos, porciones terminales de raices, plantulas e incluso
muestras de herbario, etc. Otros tejidos ensayades con esta
técnica son semilla y polen (Wendel & Weeden 1589; Stuber et al
1983; Weeden & Gottlieb 1280; Torres et al 1974).

Los tejidos ensayados en PAGE deben tener la misma condicién
fisioldgica y ontogénica, pues se sabe gue el espectro de
enzimas varia con el tipo de tejido y estado fisiolégico (Kay
& Basile 1987; Tanksley 1983; Tyson et al 1%85). Para obtener
los extractos de enzimas en PAGE no se reguleren procesos
elaborados de purificacién o de concentracidn de las proteinas.

Los tejlidos se homogeneizan con soluciones amortiguadoras,
la solucién adecuada requiere pruebas empiricas de extraccién,
por lo que el trabajo es laborioso y puede consumir mucho
tiempo (Kelley & Adams 1977; Pitel & cCheliak 1984; Soltis &
Soltis 1980).

Cada una de estas labores corresponden a las necesidades del
taxén y tipo de tejido, pues cada uno posee un dgrupo de
problemas por considerar, por ejemplo, dificultad en el
rompimiento celular, interferencia de fenoles, taninos,
fenoloxidasas, proteinasas y otros constituyentes celulares

gue interfieren con la actividad éptima de las enzimas y gue
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generan artificios en los geles (Loomis 1974; Anderscon 1968}.

Para resolver estos problemas se utilizan una serie de
aditives en la sclucién de extraccién, algunos de estos son el
PVP, BSA, DIECA, 2-Mercaptoetanocl, ditiotreitol, sacaresa,
glicerol, Tritdén X~100 y Tween-80 (Loomis 1974; Anderson &
Beardall 1990; Andersen 1868; King 1971; Wendel & Weeden 1989;
Pitel & Cheliak 1985).

Luego de que los extractos son corridos por electroforesis,
las enzimas son reveladas "in situ" de manera especifica. El
procesc de revelado permite localizar la posicidn relativa de
12 enzima en el gel, y se basa en la produccidén de un
precipitado cromogénico no difundible en el sitio de actividad
de la enzima, come producto de una reacclén ¢ un conjunte de
reacciones fisicas o quimicas (Vallejos 1983).

Los productos de reaccidn pueden ser detectados mediante los
siguientes sistemas @

a - mecanismc de deteccién primaria: uno de los productos es
visible debido a la adquisicidn de una propiedad fisica o
gquimica;

b = acoplamiento guimico: un producto primariec no es
detectable, se debe agregar otro reactivo gue al reaccionar
forma un complejo con uno de los productos, este segundo
preducto =i es visible;

c = acoplamiento enzimdtico: se usa cuando en la reaccién

ninguno de los productes puede acoplarse gquimicamente de manera
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inmediata, pero si es transformado al agregar al medio enzimas
especificas, a veces reguiere 2 o 3 pasos enkimdticos para
obtener un producto cromogénico no difundible;
d - mecanismo de acoplamiento de las oxidorreductasas: el
producto reducido es por lo general NADP(H), el cual causa
reduccidn no enzimdtica de otre reactive y cambia sus
propiedades (sales de tetrazolio) y produce un precipitado
cromogénico no difundible llamado formazén.

Con estos mecanismes de revelado se obtienen dos tipos de
tincidn, conocidas come tincidn negativa (SOD) y tineién

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

La zona discreta de bandas o© de actividad enzimédtica
obtenida se designa Zzimograma. Aqguellas bandas que presentan
fuerte actividad se denominan bandas caracteristicas vy
corresponden a los alelos, bandas de intensidad débil o
presencia irregular se conocen como isoenzimas Secundarias,
éstas son el resultado de modificaciones post-transcripcionales
de los genes (Ghuesquiere 1983;, Hussain et al 1988; Gottlieb
1877; Crawford 1289; Bennanceur et al 13991).

La electroforesis es la técnica mé&s conveniente para
separar 1iscenzimas porgue el equipo es simple, la matriz es
inerte, se requieren peguefias cantidades de tejido y se lleva
a cabo en pericdos muy cortos comparados con los sistemas de

evaluacion genéticos tradicionales (Simpson & Whiters 19867
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Hussain, Ramirez & Roca 198%)., Otras ventajas soh dque se
analizan muchos individuos a la vez, se estudian®uchos loci y
se trabaja con materiales jovenes, o sea ¢ue no es necesario

esperar a gue la planta alcance su madurez para evaluarla

{(Weeden 1%89).

2.2  ISQOENZIMAS

Las isocenzimas son marcadores biloguinicos de gran
importancia en el estudio de la variabilidad genética de muchas
plantas de interés econdmico. El términoc iscenzima fue acufado
por Market y Moller en 1959 y se definen como formas
moleculares miltiples de una enzima gue aparecen en un miembro
individual, © en un determinado nadmero de miembros de una
especie. Todas tienen la mnisma funcién catalitica, pero
difieren en su cinética y en su carga eléctrica, por lo gue es
posible separarlas en un campo eléctrico {Ramirez & Roca 1989;
Gottlieb 1983; Scandalics 1969; Weeden 1989; Hussain, Bushuk,
Ramirez & Roca 1988).

Las isocenzimas son el producto primario de la expresién
génica (Harris & Hopkinson 1976; Hussain, Bushuk, Ramirez &
Roca 198B). Son el producto de cambios en la secuencia del ADN,
originados por mutaciones génicas que causan sustitucién,
deleccién o adicién de aminodcijdos dentro de la estructura de

una enzima Y estos cambios afectan la migracidn
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electroforética, condicidn que permite el uso de las isoenzimas
como marcadores genéticos (Simpson & Withers 19886).

Las isoenzimas se consideran excelentes marcadores porgue
tienen una base genética simple, se heredan en forma
mendeliana, su expresidén es codominante, y sus propiedades
cataliticas (fenotipo) se visualizan mediante un patrén de
bandas y con este patrdon se puede determinar el polimorfismo
gue posee la especie (Kohn, Zera & Hall 1983).

Las isocenzimas presentan varios origenes: pueden ser
producto de genes miltiples gue codifican diferentes cadenas
polipeptidicas, o producto de alelismo miltiple, donde un solo
locus determina versiones estructuralmente distintas de una
cadena polipeptidica, también se piensa gue son formadas
mediante modificaciones en la traduccidn o gue son producto de
isomerismo conformacional (Harris & Hopkinson 197&).

Su estudio permite caracterizar la coleccidn de un banco de
germoplasma, 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
ademé@s detectar caracteristicas de interés agrondmico ligadas
a estos marcadores isocenzimaticos (Weeden 1989).

Pocos estudios sobre iscenzimas se han realizado en palmeras
(Baaziz & Saaidi 1988; Bennaceur gt al 1991; Ghesguiere 1984,
1985; Ghesquiere et al 1987; Santos 1890; Santos & Mestriner

1989; Torres & Tiserat 1980) y ningin estudioc se ha llevado a
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cabo especificamente en Bactris gasipaes.

Puesto que esta palmera posee un gran potencifal econdmico,
se considerd de vital importancia llevar a cabo el presente
estudio.

El objetivo de esta investigacidn consistid en establecer un
sistema de andlisis electroforético en geles de poliacrilamida
en pejibaye Bagtris gasipaes Kunth, que permitiera el andlisis
de isoenzimas y la determinacién de su potencial polimérfice
con el fin de establecer relaciones fenotipicas entre las 5

razas estudiadas
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MATERIAL Y METODOS

1. FUENTE DEL MATERIAL VEGETAL.

1.1. BSeleccidn de la suestra. E)l presente estudio se llevd a
cabo con materiales del banco de germoplasma de pejibaye
(Bactris gasipaes Kunth.) ubicado en la Estacidn Experimental
“Ios Dhiamantes" del Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
Gudpiles, provincia de Limén, Costa Rica. Se seleccionaron 5
razas de pejibaye: Chapare (Bolivia}, Belem (Brasil), Gudpiles
(Costa Rica), Darién (Panamd) y Yurimaguas (Perd) {Cuadro 1).
Mediante un programa de nimeres aleatorios, se eligieron 5
arboles con hijos laterales de cada raza. De cada &rbol se
oktuve tejido de hojas, raices adventicias, inflorescencias,

frutos madures y espinas.

1,2. Recoleccidn de las muestras. El tejido receclectado en el
campo se intredujo individualmente en cdmaras himedas, gue
inmediatamente se colocaron en hielo, para evitar la accifn de
las proteasas durante el transporte del material al
laboratorio. Las mnuestras se mnantuvieroh a 4°C anktes de

preparar los extractos (Loomis 1874}.



15

CUADRO 1. Lista de las razas segin su procedencia y
ubicacién en el banco de garmoplasma de pejibaye,
Guapiles., Costa Rica.

RAZA PROCEDENCIA CODIGO =*
Yurimaguas Perd A-P15-A2.
Yurimaguas Peri A-P30-A2.
Yurimaguas Perd A-P71-A2Z.
Yurimaguas Peri A-P44-A5,
Yurimaguas Perd A-P37-AS.
Belem Brasil C-P415-45.
Belem Brasil C-P41B-A5.
Belem Brasil C-P434-AT.
Belem Braszl C=P43B=A6.
Belem Brasil C-P445=-A9,
Chapare Bolivia E-Pl121-A%n,
Chapare Bolivig E-P1137-A6.
Chapare Bolivia E-P1139-A5.
Chapare Bolivia E-Pli38-A8,
Chapare Bolivia E-Pll44-A2.
Darién Panama L-P&046-A2.
Darién Panani L-P6041-A1.
Darién Panama L-P6043-AS.
Darién Parnama L-P&060-AZ.
Darién Panama L-P6061-A8.
Guapiles Costa Rica Z-P5004-A2.
Guépiles Costa Rica Z-P5006-Al1.
Gudpiles Costa Rica Z-P5007-A3.
Guipiles Costa Rica A-P7BO0-AT.
Guipiles Costa Rica Z-P5001-Al.

a CODIGC = Seccién - § de parcela - # de arbel,
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=45 PREPARACION DE LA MUESTRRA.

2.1. Homogeneizacidén de la muestra y extraccidon de proteinas.
Cada tejido fue lavado con agua destilada y secado con papel
absorbente para eliminar posibles contaminantes en la muestra.
En una balanza analitica " Sartorius 2842 " Alemania, se
pesaron 2, 1.5, 1 ¥y 0.5 g de cada tejido por muestra, estos
fueron postericrmente homogenelzados medlante 4 métodos:

1. tejido macerado manualmente en meorteros y pistilas
preenfriades, a su vez los morteros se colocarxon sobre
un bano de hielo;

2. tejido maceradeo con nitrégenc ligujide en mortercs
preenfriados por 30 minutes a - 20°QC;

3. sistema de homogeneizacidén Sorvall Cmnimixer (Norwalk,CT);

4. mini sistema de homogenizacién Wheaton (0.1 ml);

Los protocolos de las soluciones de extraccidn ensayados
con sus respectivas relaciones volumen ! cantidad de nuestra
fueron los siguientes :

A. 0.1M tris HC1 pH 7.5 , 10mM DL-ditriothreitol (DTT), 0.1%
(v/v) tritdédn X-100, 10% sacarosa, 5% (w/v) PVP-40.
La relacién volumen : cantidad de muestra fue de 3:1
{Jarret & Litz 1988);
B. 0.05M buffer fosfate pH 7.0, 1.5% BEA, 12% PVP-40 (w/w)
0.1M 2-mercaptcocetanol. La relacidén entre volumsn de

solucidn de extracecién y la muestra fue de 2:1 (Baaziz &
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Saaidi 1988);
C. Agua destilada, la relacién del volumen y cantidad de
muestra fue de 10:1 (Azofeifa 1990).

Después de una completa homogeneizacion de los tejidos con
la solucién de extraccidn, las muestras fueron filtradas con
fragmentos de gasa (Macaya 1990). Se recolectd el extracto
resultante en tubos de 1.5 ml (Eppendorf} y se procedif a

centrifugarlos.

- F 8 Clarificacion de la muestra por centrifugacidn. Se
ensayaron diferentes combinaciones de tiempo y velocidad de
centrifugacidon, con temperatura constante a 4°C ; el proceso se
realizé en una microcentrifuga con refrigeracién " modelo Himac
CR 157", Hitachi (Japon).

Se evaluaron tiempos de centrifugacién de §, 10, 15, 20 y 25
minutos y velocidades de 10,000 xg, 15,000 xg, 20,000 xg Yy

25,000 Xg en todos los tejidos.

I ol Conservacidn de la muestra. Se extrajeron los sobre-
nadantes y se hicieron alicustas de 250 ul, las cuales se
almacenaron a diferentes temperaturas: 4, -20, =70°C. El
objetive fue encontrar la temperatura Gptima de almacenamiento
para extractos crudos de pejibaye en la cual las muestras no se

degradaran.
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3. ANALISIS ELECTROFORETICO DE ISQOENZIMAS.

3.1. Separacion de proteinas. L2 metodologia empleada consistid
en un sistemaz de corrida nativo y discontinuo ejecutado sobre
una matriz de separacién de poliacrilamida. La concentracidn
de los geles de poliacrilamida varid entre 7 a 10 % de
acrilamida, mientras el espaciador consistié invariablemente de
una concentracién de 5% de acrilamida (Hames & Rickwood 1987).

El eguipo utilizado para llevar & cabo la electroforesis fue
el * Mini Protean IT serie # 149BR de la casa Bio - Rad ". Este
equipo proveé un sistema de corrida vertical, con dimensiches
del gel de 7cm x 10cm x» 0.75mm; cada gel tiene capacidad para
cargar 10 muestras.

Las soluclones tampon del gel separador y espaciador fueron
las siguientes: Tris HCl 1 M pH 6.8 y Tris HC1 1.5 M pH 8,7
(Baaziz & Saaidi 19388; CIAT 1990; Hames & Rickwood 1987); estas
soluclicnes se conservaron a una temperatura de 4 °C.

Con cada enzima se ensayaron 3 soluciones tampén de los
electrodos :
A. tris glicina pH B.3 0.025M / 0.192M (Jarret & Litz 19886);
B. tris borato pH 9.0 0.820M /; 0.077M (CIAT 1990);
C. tris glicina pH 8.3 0.025M / 0.020M (Valdéz 199%).

Cada amortiguador de los electrodos fue preparado el mismo

dia de la corrida y enfriado inmediatamente a 4°C.
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3.2. Optimizaciédn de 1a cantidad de muestra en el gsl. La
mezcla empleada para cargar los pozos del gel se prepard de la
siguiente manera: 50 ul del extracto crudo, 5 ul de azul de
bromefenol (tinte empleado para seguir el frente de corrida) y
5 ul de glicerol al 100% (aceite usado para darle peso a la
muestra)., Se homogeneizd la mezcla y se realizd la gradiente de
carga para encontrar las cantidades Sptimas de muestra en el
gel por enzima, la gradiente contemplé cantidades entre 0.3 ul

a 15 u]l {Ramirez, comunicacidn personal 18350).

3.3. cCondiciones de corrida. La electroforesis fue llevada a
cabo dentro de un refrigerador a 5°C con una Fuente de Poder
“Modelo 1000/500 , AC woltaje 106/120v, casa Bio-Rad".
Las muestras fueron corridas bajo una gradiente de potencial
eléctrico con una variacion de 50 v hasta alcanzar 200 v como
limite (maximo 75 mA ). Se dié por cancluida la corrida cuando

el azul de bromofencl llegéd al borde del gel.

4. REVELADO.

Las enzimas evaluadas fueron los siguientes: peroxidasa
(PRX), esterasa (EST), fosfatasa dcida {ACP), diaforasa (DIA),
fosfoglucoisomerasa (PGI}, superdxido dismutasa (SOD), glucosa
6 fosfato deshidrogenasa (G&PDH), enzima malica (ME) y malato

deshidrogenasa (MDH), glutamato oxalato transaminasa (GOT},
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alcohol deshidrogenasa (ADH).

Los procedimientos de revelado empleados fuesron ligeras
modificaciones de los protocolos de Vallejos (1983); Harris &
Hopkinson (1976) y CIAT (192%0).

Los geles se tiferon con una mezcla de reactivos gue
permitié revelar la actividad especifica de cada enzima. Los
patrones enzimdticos fueron revelados a 37°C por 1, 2, © 3
horas o por toda la noche en un incubador " Modelo EG2, de la
casa Fisher' {(USA). Cuando los sitios de actividad enzimdtica
estuvieron revelados, se deseché la mezcla de tincién y se
lavaron los geles c¢on agua destilada; se les agregd
posteriormente una solucidn fijadora de proteinas que consistid
de 6 partes de metancl, 1 parte de acido acético y 14 partes de

agua (CIAT 1990).

5. CONSERVACION DE LOS ZIMOGRAMAS.

5.1. Fotografia. Una vez revelados los patrones de bandas, 1lo
geles fueron fotografiades con pelicula blanco y hegro Timax-
100 Kodak, 35mm y revelados con los protocolos y procedimientos
empleados en el Centro de Investigacion en Biologia Celular ¥

Molecular (Bolafios 1992).
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5.2, Secado de los geles. El principic b&sico del proceso de
secada de geles es la deshidratacién. Se sumergid £1 gel en una
solucién de alcchol al 80% por 20 minutos ¥y en otro recipiente
con agua destilada se colocaron dos laminas de papel celofén
transparente por 20 minutos. Scbre un vidrio limpic se colocd
una capa de papel c¢elofédn y sobre é&sta el gel; luego otra
lamina de papel celofén y sobre ésta otro vidrio; por fltimo se
procedié a sellar los bordes con prensas metdlicas. Los geles
permanecieron a temperatura ambiente hasta gque estuvieron secos

{CIAT 1990).

6. EVALUACION DE LOS ZIMOGRAMAS.

La evaluaci®n de los zimogramas se basa en el hecho gue cada
zona horizontal de bandas representa un locus y que la posicidn
de cada banda corresponde a un alelo (Hussain et al 19%88;
Bennanceur et al 1991; Wendel & Weeden 1989) de esta manera se
obtendrd un patrdn sintético de los alelos,la organizacién
molecular de la enzima y del nimers 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...Z, donde A es el mds cercano al ocrigen y Z el mas

lejano. A su vez los alelos se catalogan de 0,..n donde 0 es la
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banda mas cercana al punto de origen de la muestra y n la mas
distante (Ghesquiere 1584, Sanchez 1988, Lannaud® 1992).
Mediante un andlisis jerdrquico de conglomerados " cluster
analysis " (SPSS) se establecierén relacicnes de similaridad de
fenctipos electroforéticos por enzima entre las 1razas

estudiadas.
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RESULTADOS

1 - . PREPARACION DE LA MUESTRA.

1 - 1. Homogeneizacién de la muestra. El proceso de
homogeneizacién resultd laborioso debide a 1la naturaleza
altamente fibrosa de los tejidos de pejibaye. Fue especialmente
diffecil homogeneizar los tejidos de raiz adventicia e
inflerescencia y del todo imposible, el tejido de espinas. Los
tejidos de hoja y fruto presentaron menor dificultad para
triturarlos apropiadamente, debido a2 que la l&mina y el
mesocarpo poseen menos fibras gque los otres tejideos
mencionados.

De 1los tres métodos experimentados, el sistema de
homogeneizacidn con pistilos y morteros preenfriados fue el mas
préactico. Las ventajas de este método radicaron en gue se
mantuvo fric el sistema durante todo el proceso de maceracidn
y se controld el tiempo y grado de homogeneizacién de las
muestras.

Los métodos Wheaton, Sorvall y con nitrégene liquido
resultaron ineficientes e impracticos para la homogeneizacidn
de los tejidos de pejibaye.

Con el método Wheaton, el procesc de maceracidn fue lento e
ineficiente; el sistema resulté demasiado pequefio y débil para

soportar las cantidades y tipos de tejidos probados.
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Con el sistema Sorvall, las muestras de inflorescencia y
raices no se homogeneizaron completamente y especialmente el
tejido de fruto guedé adherido a las paredes del egquipo, lo que
alterd las cantidades de muestra bajo estudio.

Al agregar el nitrégeno 1liquido conjuntamente con 1la
solucidn de extraccién, las muestras se congelaron a tal punto
gque no se pudo mnacerar el tejido de inmediato y 1la
homogeneizacibébn se realizé después de que se descongelaron,
situacién que produjo deterioro de las enzimas.

Después de nuchos ensayos, la cantidad de muestra 6ptima
para el andlisis electroforético de isoenzimas en pejibaye fue
1.5 g. Cantidades menores de tejido fueron insuficientes para
obtener patrones de bandas definidos en tejidos de
inflorescencias y ralces adventicias, cantidades mayores
produjeron patrones de bandas sobrecargados con los extractos
de hojas, mientras gue el resto de tejidos no mostraron
incremento en la definicién de los zimogramas con respecto a

los obtenidos con 1.5 g.

1 - 2. Extraccidén de las proteinas. De las tres soluciones
ensayadas para extraccidén de proteinas en tejidos de pejibaye,
la que proporciond mejor resoluciéon de los zimogramas fue la
solucién de extraccién de Baaziz & Saaidi (1988), con
modificaciéon de la concentracidn de la solucidén amortiguadora

de fosfato 0.05 M a 0.1 M.
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El método de extraccidédn de Azofeifa (1990) produjo patrones
de bandas débiles, pero el principal problema coR este método
de extraccidn fue que las muestras sufrieron oxidacidon fendlica
rapidamente. Se considera gque esto se debis a la accidn del
complejo fencloxidasa como censecuencia de la ausencia de
antioxidantes como el Beta - mercaptoetanol y otros protectores
de la estabilidad de las moléculas como: BSA, PVP- 40, DMSO en

la so0lucion de extraccién.,

1 - 3. clarificacién de 12 mnuestra por centrifugacién. Se
clarificaron los tejidos de hoja, inflorescencia y ralices
adventicias de manera 6ptima con 15,000 xg con un tiempo de
centrifugacién de 20 minutos a 4°C. Tiempos o velocidades de
centrifugacién menores no clarificaron los sobrenadantes, ¥
guedaron restos de particulas de tejido como fibras, clorofila,
grasa y almidén en los sobrenadantes.

Con el fruto, el proceso de centrifugacién tuvo aque
realizarse de manera diferente, dado que en los sobrenadantes
guedd gran cantidad de grasa y almiddn; para clarificarlos se
requirieron 3 tiempos de centrifugacién de 20 minutos cada uno

a 25,000 xg.

1 - 4. Conservaclén de las muestras. La temperatura de
almacenamlento &ptima para conservar los extractos de tejidos

de pejibaye fue -70 °C. Ensayos de electroforesis realizados
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con extractes almacenados durante 4 meses a esta temperatura,
no mostraron deterioro en los zimogramas, cuande 5e compararon
con los producidos con extractos frescos.

Las muestras almacenadas a 4°C no se conservaron en buen
estado por mucho tiempo. A los 5 dias de llevarse a cabo la
extraccidn, las muestras a esta temperatura mostraron procesos
de oxidacidén. Estos procesos de oxidacién se evidenciaron
mediante un cambio de color del tejido original a un café
0SCuro.

Este fendmeno se mostrd con mayor intensidad en los tejidos
de hoja, donde la cantidad de compuestos fendlicos es mayor gque
en el resto de tejides. Las muestras a - 20°C, tampoco se
mantuvieron en buen estado por mas de 15 dias posterior a este
periodo todas sufrieron oxidacién.

En ambos casos, las muestras conservadas a 4°C y -~ 20°C,
mostraron zimogramas distorsionados, con bandas difusas y mucho
oscurecimientc en el gel, producto de la degradacién de las

proteinas.

2 - . ANALISIS ELECTRCFORETICO DE ISOENZIMAS.

El Métode de electroforesis nativo vy discontinuo
estandarizado utilizado en este estudio (apéndice 1), resultd
adecuado para la visualizacidén de 10 de las 12 isoenzimas

evaluadas con los tejidos de pejibaye (Cuadro 2}.
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cada enzima fue separada mediante una serie de condiciones
de electroforesis particulares., E1 Cuadro 2p nuestra las
condiciones oOptimas de electroforesis obtenidas para las
enzimas gque mostraron actividad. En general, para cada una
varid la concentracidén de poliacrilamida en el gel de
separacién, las soluciones amortiguadoras del tangue y las
cantidades de muestra por pozo.

Las condiciones de corrida fueron las mismas para todos los
sistemas enzimdticos (gradiente de 50, 100, 150 y 200 v).

Este método de electroforesis nho resultd adecuado para el
analisis de la alcochol deshidrogenasa y la glutamato oxalato

transaminasa pues ninguna mostrd actividad enzimdtica.

El tejido de hoja wostrdé los mejores resultados con los
procesos de homogeneizacién, extraceidén, centrifugacién,
corrida y revelado y también presenté patrones de bandas més
claros y definidos gue los otros tejidos ensayados.

Ninguno de los métodos de homogeneizacidn probados
resultaron adecuados para el tejido de espinas, debido a lo
compacte y resistente de este tejido, por esta razén se elimind
del estudio.

El fruto fue el tejido mas facil de homogenelizar; es suave

y con menor contenido de fibras; sin embargo, el proceso de
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eliminacién de grasa y almiddn de los sobrenadantes resultd
ineficiente e impré&ctico. Cuande se realizaron electroforesis
con estos extractos impuros, los residuos de grasa en ellos
aumentaren la resistencia del sistema de corrida, lo cual cred
un aumento de la temperatura. Este calor degradé las enzimas y
como resultado se obtuvo una severa distorsidn de los patrones
de bandas; ésta fue la razén particular por la cual también se
elimind este tejido del estudio.

Los tejidos de inflorescencia y raiz adventicia mostraron
patrones de bandas débiles, dificiles de analizar. Se considera
gue el métode de homogeneizacidn resulté inadecuado para
extraer de manera efectiva las proteinas presentes en estos
tejidos tan resistentes a homogeneizacidn.

Por los problemas encontrados para trabajar con las muestras
de espinas, inflorescencia, raices adventicias y fruto, se
considerd gue con el métode de electroforesis empleado, el
tejido Optime para el estudic y andlisis de isocenzimas en

pejibaye, fue la hoja.
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CUADRO 2. Métodos de electroforesis obtenidos parg 10
enzimas con extractos foliares de pejibaye.

Enzima { 1 gel Sol.tampdn Muestra
Separadork Electrodos gel (ul)
PR T % Tris Borato pH 9.0 2
EST 10 % 0,077 M / bn.820 M 14
ACP 12 % 12
DIA 10 % 20
MDH A - 4
GGPDH 7 % 3B
PGI 8 % Tris Glicina pH 8.3 10
S0D 10 % 0,020 4 f 0,025 M 20
PCM 8 % 10
ME 7 % Tris Glicina pH 8.3 19

0.192 M / 0.025 M

%, Ver los protocolos en Apéndice 1.
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4 - . REVELADO, ACTIVIDAD EN2ZIMATICA Y RESOLUCION.

Después de numerosos experimentos concernientes al método de
revelado 6ptimo, se obtuvieron zimogramas con DIA, PRX, EST,
G6PDH, MDH, ME, SOD, PGI, PGM y ACP (Cuadro 3).

El primer problema que se presentd en el gracesg de revelada
fue gue las cantidades de reactivos dadas en los protocolos de
Vallejos (1983), Harris et al (1976) y CIAT (19%0) no se
ajustaron a las necesidades de las enzimas en un gel con las
dimensiones del obtenido con el eguipo Mini Protean II {7 cm x
10 cm). El exceso de reactivos produjo sobretincién de los
geles y blogued la observacién de bandas ( PRX, SOD); en la
mayoria de los cases se inhibié la actividad de las enzimas
( EST, ACP, ME, MDH, GGPDH, PGI, PCM, DIA, AAT, GOT ), y por
tanto no se visualizaron patrones de bandas. Por esta razdn se
redujo la cantidad de los mismos al minimo gue permitiera 1la
reaccioén de tincién y observacién de zimogramas.

Otro de los probklemas encontrados fue el ajuste del pH en
la mezcla de tincién - gel. En un inicio el pH cobtenido no fue
el &éptimo para gue las enzimas mostraran actividad. Ba‘jo estas
condiciones se obtuvieron zimogramas muy distorsionados y con
mucho ruido de fondo. Este problema se resolvié mediante pre~
incubacién de los geles con la solucidn amortiguadora de la
mezcla de revelado por 10 minutos. De esta manera se le

proporciond a la enzima su pH de trabajo Sptimo y se obtuvieron
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patrones de bandas nitidos.

Se encontrd que al incubar los geles por toda una noche a
4°C, se revelaron con mayor intensidad patrones ¢de bandas muy
débiles. Las bandas en los geles se definieron mejor sin que se
produjera oscurecimiento del gel; este fue el caso particular
para SOD ¥y G6PDH, pero en general este patrén se ajustd a todas
las enzimas ensayadas,

La resolucidén de los zimogramas varié con cada enzima. El
Cuadro 3 muestra los diferentes niveles de resolucidn obktenidos
con las 10 enzimas gue mostraron actividad.

Los mejores patrones de bandas se obtuvieron con PRX, GEPDH,
PGI y PGM. Sin embargo, ADH y GOT no mostraron actividad, es
probable gue factores como el método de extraccién,
electroforesis y revelado no fueron optimos para la actividad
de estas enzimas. Las enzimas #E, EST y ACP mostraron fuerte
actividad en los geles pero reguieren afinamiento del método de

revelado para obtener mayor nitidez en los zimogramas.
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CUADRO 3. Actividad, Resolucién y polimorfismo obtenido con el
método de electroforesis estandarizado para 12 enzimas

con extractos de hojas de Bactris gasipaes

————
Enzima Actividad Resolucidn Polinorfismo

PRX ¥ ot ++4
EST* + + +++
ACP* - + ++
ME * + e =
DIA ¥ +F ++4
MDH 4 44 ++
G6PDH + o+ e
PGI + + et
50D + ++ ot
PGHM + +4++ +
ADH N 3
GOT & N E
Actividad:

+ = Patrones con fuerte actividad enzimitica.

= = No se observarcn patrones de bandas.
Resolucion:

+++ = Muy Buena

++ = Buena

+ = Regular

-+ = Fobre

- = Ninguna

» = Sistemas enzimaticos que requieren mejorar la

técnica de migracidén y visualizacién.

Polimorfismo:

+++ = 10 o mas fenotipos

++ =5 - 9 fenotipos

+ = Menos de 5 fenotipos

? = No se estudid.
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5 - . CONSERVACION DE LOS ZIMOGRAMAS.

El método de secado resultd muy conveniente para mantener un
doble registro de los geles, con la ventaja de gue los geles
secos se pueden archivar y eliminar el inconveniente de
almacenarlos frescos en las céraras frias.

5in embargo, se considera que este sistema de secado no se
adecud a geles pegquefios, como los producidos por el Mini
Protaan II. La razén es que cuando se deshidratan, se reducen
significativamente de tamafo y bandas distintas gue se
encuentran muy proéximas, después del secado quedan juntas y
parecen una sola; esto introduce error en la interpretacidn de
los resultados sino se cuenta con la evidencia fotografica.

Esta técnica de conservacion de zimogramas posiblemente se
ajusta a geles con dimensiones superiores a las gue se usd en
este experimento; en los cuales aungue el gel se reduzca de
tamafio, el espacio entre bandas conserva las dimensiones

originales del gel.

6§ =. EVALUACION DE ZIMCGREMAS.

Peroxidasa: La peroxidasa fue la enzima mas facil de visualizar

con tejidos de hoja de pejibaye; mostré patrones de bandas
bastante claros (Fig. 2). Se observaron 3 zonas de bandas

consideradas comc locus A, B, C (Cuadrec 4). El1 locus € se
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presentd solamente en la raza Guapiles (Costa Rica), por esta
razén constituye un excelente marcador discrimimetorio para
esta raza.

Un total de 12 fenotipos presentes en los zimogramas nos da
la idea que esta enzima es polimdrfica y gue puede usarse en
estudios de variabilidad genética en pejibaye (Cuadro 4). Esta
enzima presenta zimogramas con isocenzimas secundarias (Cuadro
4)

Esterasa: La esterasa mostrd patrones de bandas mds débiles y
complejos gque con respecto al resto de enzimas ensayadas
(Cuadro 2). Se chservaron 4 zonas de bandas que se consideradas
4 loci activos donde los leci A, B y C son complejos, con
isoenzimas secundarias, por tante no se puede concluir sobre la
estructura de las isoenzimas; el locus D muestra una estructura
monémerica definida (Eig.3) s Al evaluar las bandas
caracteristicas se encontrarcn 12 fernotipos los cuales indican
que esta enzima es polimdrfica y puede utilizarse en estudios
futuros (Cuadro 4). Sin embargo, se debe considerar 1la
complejidad de los zimogramas (3-15 genes), la inespecificidad
y como consecuencia la gran cantidad de isoenzimas secundarias
que caracterizan esta enzima, de modo que si se guiere conocer

su gendtica se deben realizar estudios de progenie.



PERQOXIDASA (PRX)

(o}
LOCUS N
B —_— —_ e o W i e i
C == == —
L |
-+ Y XX Trr E¥ N I OVIr YIIL K R fenot
LCCUS A : ALAL(I-V) LOCUS B : B1lR1(V)
R2A2 (V-X) B2B2({II1}
B3B3 (I,IX,X)
B1B2 (VII)
LOCUS C ;3 CiC2(II,VII,IX) B2B3{(II,IV,VII,VIII}

!II-“.qH_HFi'
| q,.”I..ﬁH"

—

o

Fig.2 A. Zimograma sintéticc obtenido para PEX.
B. Zimograma del gel 1 revelado con PRX.



CUADRO 4. Evaluacién de zimogramas obtenidos con tejidos de
hoja de Bactris gasipaes

Enzima 2Zona # Loci #alelos/ Estr. Fenot Isoz.
band observ. locus enz. jgel sec.
PRX* 3 3(A,B,C) A-2 Monom. 12 -
B=1 Monom,
G2 -
EST#* 4 4(A,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 il
DIA* 4% 3(A,B,C) A-Cp - 14 +
B-2 Monom.,
C=2 Monom.
MDH 1 1(A) A-2-77 - 8 -
GEPDH 2 2(a,B) A-3 Monom. 7 -
B-2 Monom.
PGI(.) 3= 2(A,B) A-3 Dimer. 9 +
B-2 Monom.
sop({.) 3 3(A,B,C) A-Cp - 10 +
B-3 Dimer.
c-2 Monom.
PGH 1 1(A) A-2 - 3 -
NOTA:
#

Enzimas no especificas.
Patrones de bandas complejos de interpretar.
Isoenzimas especificas con iscenzimas secundarias.

nmmn

Cp
(-}



ESTERASA (EST)

0
Locus
A =8 e o s —
B P 3 _— —
. o e = ==
2 ——— Ju—
EE S E s EEEm=8<
D e —_—— —— — Rf— -— —— —
Y
* I I IIX IV ¥ VI VII 9IIT IX X %I XII fenot

LOCUsS A : A2A2(I,IX,VI,VII,VIXII) LOCUS B :B1Bl(I,V,VIII,XI}

(IX,X,XI) B2B2(1X,IV)
AlA2 (XXX, IV,V,XII} B1B2 (IXI,VI, VILI,V)
Locus ¢ : CiC1(X,1I,1V,V,VI,VIY LOCUS D :DID2(YII,XI,X)
(VIII,IX,XI,XII) D2D2(1,V,VII,VIII)

CiC2 (II1I,X) (XII)

Fig.3A. Zimograma sintético obtenido para EST.
B. Zimogram del gel 1 revelado con EST.
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Fosfatasa Acida: Al igual gue la esterasa, los patrones son
menos fuertes, la resolucién obtenida con esta enzlma no es la
éptima (Cuadro 3) atn cuando su actividad es evidente, deben
realizarse ajustes a nivel de condicicnes de corrida y de
tincién. Se revelaron 2 zonas de actividad, una cercana al
origen, denominada como locus A que presenta 2 alelos y por
esto se considera monomérica; la siguiente zona de bandas es
més débil en actividad, es la zona rapida y se designd locus B,
aparentemente es un dimero (Fig. 4). En ambos loci se observsd
variabilidad; se encontraron 9 fenotipos, esto la convierte en
una enzima 1til como marcador polimdrfice (Cuadro 4). Al igual
gue PRX y EST esta es una enzima inespecifica con patrones
complicados en la mayoria de plantas y poco estudiada su

genética.

Enzima Malica: No se pudo interpretar por la acumulaciédn de
muestra y efecto " sonrisa. Las condiciones de electroforesis
y revelado utilizadas con ME en este experimento requieren una
nueva evaluaciodn, Esta es una enzima que ha dado problemas de
revelade en otras investigaciones, de tal modo que el sistema
6ptimo no se ha encentrado ain para otras plantas de interés
econdmico, Hasta gue no se obtenga el sistema de andlisis
electroforético apropiado no se puede decir nada sobre su valor
polimérfice en estudios de variabilidad entre razas de pejibaye

(Cuadros 3 y 4).
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FOSFATASA ACIDA (ACP)

Locus © N

B 2 = —
+ I II IXII 1v v V1 vII VItI IX fengt
LOCUS A : AlAl (I,II,III,IX) LOCUS B : BiB1l (I,VIII,X)
A2A2 (IV,V,VIII,X) B2B2 (IV,VII,IX)
AlRZ (VII) BZ2B3 (I1II)
E2B4 (VI})
B2B5S (III}

Fig.4A. Zimograma sintético obtenido para ACP.
4B. Zimograma del gel 1 revelado con ACP.



41

Diaforasa: Su actividad es bastante fuerte (Fig.5) Yy se
considera una enzima con buena resolucidn (Cuadro 3). S8in
embargo, el problema que muestra es la presencia de sombras de
tincién alrededor de las bandas caracteristicas, las razones
pueden ser: a - mnuestra degradada; b ~ largos periodos de
revelado; ¢ ~ isoenzimas secundarias; d - inespecificidad de
la enzima.

Se observaron 4 zonas de bandas, la zona 1 o locus A no se
tomd en cuenta por ser un rea compleja; las zonas 2 ¥y 4 o loci
B y D aparentemente son codificadas por enzimas monoméricas,
nientras la regifn 3 © locus C corresponde a bandas poco
definidas, débiles, catalogadas como bandas secundarias
(Fig.5); para aclarar la situacidn se debe recurrir a evidencia
denética existente y a estudios de progenie en cruces
controlados. Se encontraron 14 fenotipos (Cuadro 4), lo cual
indica que esta enzima es polimérfica y que puede ser empleada
para estudios posteriores de variabilidad en pejibaye {Cuadro

i [

Malato Deshidrogenasa: Se reveld solo una zona de bandas que
se denomind locus A (Fig.6). No fue posible evaluar con
propiedad la estructura de la enzima porgue parte de la nuestra
guedd acumulada en una densa banda seguida por 2 bandas

relativamente claras (Fig.s6).
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Q
LOCcus - . g Ao
A s T K SRR i = T e S
il HE N oD% = M v B N B I = am e
e e il T s ol =
: T 3If III IV v VI VII WIff Ix X Y1 XITXIfl X¥IViopat
LOCUS A : AIAL{XII) LOCUS B : B1B1(IX,III,IV,V,VI,VII
A2A2 (VI, VI, XIV) B1B2{ I,IX,X,XIV)
A3ZRI(XIIT)
A1A3(I,IV,V,XI) LOCUS C : €2C2(X,II,XIII,VII)
A1A2 (XI,IIT,IX) C1C2({IXI,V,VI,VIII,IX)
AZA3 (VIXI,X) X,XII,XIII,XIV)
— =3 | =gy . o B
- -—— — - —

Fig.5A. Zimograma sintético obtenido para DIA.
B. Zimograma del gel 1 revelado con DIA.



MALATC DESHIDROGENASA (MDH)

LOCUS
Ai
- == - -
= - -
A = T T e b o S, e
+ T XX IXI Iv ¥V VX ViII VIIT femot
LOCUS A @ RA1AL(IV)
AZA2(I,V)
AJA3(IX)
AlA2(IXII,VII)
A2ZA3(VI)
%, Seccién Compleja. B
o .

wE¥*

Fig.6A. Zimograma sintético obtenido para MDH.
B. Zimograma del gel 3 revelado con MDH.

f=]
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Esta enzima se ha encontrado en otras plantas como un
dimerc (Apéndice 3), pero hasta gque no se verifigue 1la
informacién obtenida, en el presente estudio no se catalogara
el potencial peolimérfico de la misma, aungue diferencias
encontradas en las secciones claras del gel hacen pensar gue si
es una enzima polimérfica y por tanto coenveniente para realizar
estudios de variabilidad gen&tica en pejibaye (Cuadro 4), Para
resolver el problema es necesario reevaluar la cantidad de

nuestra por pozo en el gel (Cuadro 3).

Glucosa 6 Fosfato Deshidrogenasa: Esta es una enzima especifica
que muestra polimorfisme moderado con respecto a DIA, EST, PRX
(Cuadre 3). Se ohservan 2 zonas de actividad correspondientes
al locus A y B 1los cuales parecen ser homocigotas con
estructura monomérica (Fig.7). Un total de 7 fenotipos se
encontraron por lo cual se le considera una enzima polimérfica
(Cuadroc 4). La resolucién del gel fue excelente (Cuadro 3),
bandas definidas sin sombras y ausencia de iscenzimas
secundarias. Por tanto se cree que los métodos de extraccién,

corrida y revelado fueron los éptimos (Cuadro 2).

Fosfoglucesa Isomerasa: Se evidenciaron 2 zonas de bandas o
loci; el locus A o zona 1 mostrd 3 bandas por lo cual se piensa
gue la enzima es un dimero (Apéndice 3), mientras la zona 2 ©
locus B presenta 2 bandas que lo catalogan como un mondmero

(Fig.8).



GLUCCSA 6 FOSFATO DESHIDROGENASA (G6FDH)

<
LOCUS
A.
2 — — —
B - e ... = = S -
!
* I II III IV Vv VI V1T fencot
LoCUS A : AlAl(IV,VI) LOCUS B : Bi1iB1(IV,X)
A2A2(1II) B2B2(I,II,VI)
A3AA(III) B3B3 (IIXI,VII)
B.

]

Fig.7A. Z2imograma sintético obtenido con G6PDH.
B. Zimograma del gel 3 revelado con GE6PDH.
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Un total de 9 fenotipos fueron obtenidos con esta enzima
(Cuadro 4). Se considera gue asta es una enzima potimdrfica
para pejibaye y gue puede emplearse en estudios posteriores de
variabilidad genética.

PGI es una enzima especifica, con una buena resolucidn del
gel (Cuadro 3); sin embargo, se observaron una serie de bandas
"fantasma" en la regidén media del gel, se presume gue las
causas pueden ser largos perfodos de revelado © ligera

degradacidn de la nuestra.

superdxido Disnutasa: Esta enzima resultd ser un marcador
bastante polimérfico, recomendable para usar en estudios
futuros con  pejibaye. Presenta 3 zonas de  bandeo
correspondientes a 3 loci, el locus A corresponde a una gran
Area de actividad de la cual se puede decir pocc sobre su
composicién, El locus B, presenta 3 bandas estc sugiere que
esta isoenzima posee estructura dimérica (Fig.9). El locus C
posee 2 bandas definidas gque correspondéen a una estructura
monomérica. Un total de 1C fenctipos se encontraron para las
razas estudiadas (Cuadro 4); este hecho y la buena resolucidn
obtenida capacitan a esta enzima para ser utilizada como

marcador polimérfico en pejibaye (Cuadro 3 y 4).
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FOSFOGLUCCSA ISOMERASA (PGI)

LOCUS
;I
N EEm T mm T
=
B - N . s
! CCT T am mm mm -
+ ¥ 11 11y 13v ¥ VY VIl VIII YX leset
LOCUS A : AlAl (VI,IX) LoCcUS B :BiB1i(I,II,IXI,IV,VIIT,IX}
R2AZ (VII,VIII) P2B2 (V,VI,VII)
A3A3 (I}
AIA3 (IT)
AlRZ (III)
A2A3 (IV) 5

--..ﬁ"..

Fig.8a. Zimograma sintético obtenido con PGI.
B. Zimograma del gel 3 revelado con PGI,
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SUPEROXIDO DISHUTASA (50D)

Locus

Al DoDOoOoooOooob
| Eg2g=_8g8g
¢ = = = = —

LOCUS A : NO BE ESTUDIO

LOoCUS B : B1B1i(I,V,III) LOCUs € 3 C1C1(IV,V)
B1B2 (VII,IX) ¢Ic2(I,II,IXI,vI,X
B1B3 (VIII,II,IV) VII,VIII,IX,)
B2B1 (X)

7

1"‘:4;‘?"", I.. 1 o - -5 - . -.": ;.-" . B
(T U:‘ 3 - - . ‘.‘-:_ .'.— ' 5. ‘a“' s

¢y y - b "".-..

Fig. 9A. Zimograma sintético obtenido con SOD.
B. Zimograma revelado para el gel 3 con S0D.
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Fosfoglucomutasas Es una enzima especifica conveniente para
estudios de variakilidad genética y se concce mucho acerca de
ella, La resolucién de los zimogramas fue muy buena (Cuadro 2).
En este caso, ¢on pejibaye aparece solo 1 zona de bandeo, la
estructura de la enzima corresponde a un mondmero (Fig.i0). Si
bien esta informacidn genera discriminacién entre las razas, es
l1a enzima con menor niGmero de fenotipos variables de las 10

enzimas reveladas, mostrd salo 3 fenctipes (Cuadyro 4).



FOSFTOGLUCOMUTASA (PGM)

Locus

+ I ITI III fenct

LOCUS A ¢ A1AL{I)
B2A2(XIXX)
A3A3(II)

Fig,10A. Zimograma sintético obtenido para PGM.
B. Zimograma revelado para el gel 2 con PGM.
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6. Andlisis da conglomerados: Mediante el andlisis estadistico
de conglomerados se obtuvieron 2 grupos de razas con fenotipos
distintos, estos grupos fueron los de Bolivia - Brasil y Costa
Rica - Panama. Yurimaguas se presenté distante de estos dos

grupos (Figuras 11 - 20).

DISTANCIA DE CONGLOMERADOGS

C AS D 1] - L0 15 20 25
RAZA see A— . — . | + —

BO
ERA
PA
PE

=l R

CR

Fig.11, Relaciones de similitud fenotipica con PRX entre
las 5 razas de pejibaye estudiadas.
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PISTANCIA DE COHGLOMERADOS

EXEO 0 5 10
RAZA see | : |

R
“

——
w
~
=)
X
[V

n
A
L R

Fig 12. Relaciones de similitud fenotipica con EST entre las 5
razas de pejibaye estudiadas.

DISIANCIA DE CONGLOMERADOS

ChASO 4] L 10 156 20 25
RAZS Se¢ : ! : i {

CR
PA
PE

8
B WN e

Fig 13. Relaciones de similitud fenotipica con ACP eptre las 5
razas de pejibaye estudjadas.
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DISTANCIA DE CONGLOMERADROS

cCaAsoO 0 5 10 15 20 25
RAZA sec | — ——t

CR
Ph
PE
BRA
BO
N

oo W

Fig 14. Relaciones de similitud fenotipica con GEPDH entre las
5 razas de pejibaye estudiadas.

DISTANCIA DE CONGLOMERADCS

CARSO ¢] 5 10 15 20 25

g
N
»
@0
]
1]
+

0
=
B O et L AN

Fig 15. Relaciones de similitud fenotipica con MDH entre las §
razas de pejibaye estudiadas.
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DISTANGIA DS CONGLOMERADOS

CASCO 0 5 10 15 20 25
AAZA See - - — —

BO
BRA

FPE
CR
2A

bS ba L O UM
|

Fig 16é. Relaciones de similitud fenotipica con DIA entre las 5
razas de pejibaye estudiadas.

DISTANCIA DE CONGLOMERADOS

CASO e] 5 10 15 20 25
RAZA Ses — — -— S — 1

PR
BG
CR
ERA
PE

L T S |
|

Fig 17. Relaciones de similitud fenotipica con PGI entre las S
razas de pejibaye estudiadas.
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DISTANCIA DE CONGLOMERADOS

CASO o} 5 i0 }5 ?0 ?5
RAZAR Sec +— - e I ) |

PE
BRA
BD
CR
PA

N e YW
|
| |

Fig 18. Relaciones da similitud fenotipica <¢on SOD entre las 5
razas de pejibaye estudiadas.

DISTANCIR DE CONGLOMERADOS

CRSO 8] | 10

20 23
RAZA R —

e Lol
w
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N

S e L R e

Fig 19. Relaciones de similitud fenotipica con PGM entre las 5
razas de pejibaye estudiadas.
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DISTANCIA DE CONGLOMERADDS

CASO o 5 ig 15 20 25
RRZA et ————— e 1 !

CR
Ba

1
2
PE 3 -
BO 4 —— — T |
5
3

BRA

Fig 20. Relacicnes de similitud fenectipica entre las S razas de
pejibaye establecidas con base an el total de iscenzimas
evaluadas en la presente investigaciaén,
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DISCUSION

La homeogeneizacidn de tejidos de pejibaye resultd una labor
ardua debide a la dificultad de rompimiento de estos tejidos
por su alto contenido de fibras y silice (Mora-Urpi 1990). Esta
situacion representd un inconveniente para liberar las enzimas
de las células y las membranas de las organelas, ya gque el
mecanismo de homeogeneizacién es crucial para mantener la
actividad de las enzimas (Loomis 1974). Cada taxén y tejide
poseen una serie de problemas propios a considerar, entre
ellos: el rompimiento de células, la conservacidédn de 1la
estructura cuaternaria de las enzimas y la exposicidén a
complejos fenoloxidasas (Anderson 1968, Loomis 1974, Miranda et
al 1989, Kephart 1930).

Las estadisticas revelan gue el método de homogeneizacién
més utilizado para el andlisis de tejidos de plantas es el de
los morteros y pistilos preenfriados [Kephart 1990, Wendel &
Weeden 198%, Gottlieb 1377). En el presente estudio, resultd
ser el mas practico ¥y efectivo de los métodos evaluados,
especialmente con tejidos de hojas y frutos. Sin embargo, se
considera gue no es 100% eficiente para extraer proteinas de
tejidos como raices adventicias, espihas e inflorescencias.

Torres y Tisserat (1280) recomiendan un sistema de
homogeneizacién mas poderoso para extraer proteinas de tejidos
provenientes de palmeras, por ejemplo un molino eléctrica. Las

ventajas de este egquipo alternativo es que facilita la labor de
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homogeneizacién, reduge la exposicién de las muestras a
complejos fenoloxidasas y minimiza los tiemfos entre
homogeneizacidn - electroforesis y entre homogeneizacidn -
almacenamiento de los extractos. Dado gue la degradacion de las
proteinas empieza con el rompimiento celular, es inherente
raducir el tiempo de nraceracién por muestra, el tiempo de
exposicidn a calentamiento y el tiempo de corrida, si se
trabaja con extractos frescos (Loomis 1974, Anderson 1968, King
1971, Torres & Tisserat 1980, Miranda et al 1989).

Los tejidos animales pueden ser extralidos con soluclones
tamp6n relativamente simples, perc las plantas requieren
soluciones mads complejas (Kephart 13890). Los componentes de
estas seoluciones reducen 1la interaccion entre f{enoles vy
proteinas o sus productos de reaccidén (King 1571).

El factor mé&s importante gue afecta la rescluci6én de las
enzimas en el gel es la solucidn de extraccidn, atn cuande
muchas otras variables pueden contribuir con la pérdida de
resolucién en los geles, a menudo es dificil aislar el factor
can certeza (Kephart 1990, Crawford 1992, Wendel & Weeden 1989,
Harris & Hopkinson 15976, Anderson 1968, Loomis 1574, King
1971). La solucidn de extraccién utilizada en este experimento
proveyd una adecuada liberalizacidn de las enzimas sclubles y
proteccién centra inhibidores de la actividad enzimatica. La
evidencia de este heche la proporcionan patrones de bandas

definidos para 9 de las 12 iscenzimas ensayadas.
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Se considera que también la relacién volumen : muestra fue
adecuada, pues se produjo alta actividad enzim&tica &on 10 de
las isoenzimas estudiadas. Se ha encontrado gque volumenes
pegquefios de solucién de extraccidn no aglomeran todos los
fenoles presentes en los extractos, lo gue genera patrones de
bandeo degradados, mientras que excesos de solucién producen
geles con bandas débiles (Kephart 1990).

La solucibébn de extraccidn dada por Azofeifa (1990), no fue
apropiada para extraer proteinas de plantas porgue carece de
protectores contra los complejos fendlicos. Se observd gue 1la
carencia de estos protectores causa degradacién de 1las
muestras, la cual se evidencia mediante oscurecimiento de los
extractos; como producto de la accién de las fenoloxidasas, las
cuales reaccionan con el grupo NH, ¥ SH de las proteinas (Loomis
1974) .

Los 2imogramas de EST, PRX, ACP, DIA, ME, PGI1 presentaron
patrones de bandeoc con enzimas secundarias; estudios realizados
con Elaels guinensis, Elaeis oleifera y Phoenix dactylifera
(Chesquiere et al 1984, 1985, 1$87; Miranda et al 1989; Torres
& Tisserat 1986; Bennanceur et al 1991) mencicnan 1ia
existencia de isoenzimas secundarias en palmeras. La razén
exacta de su presencia nadie la conoce con certeza, pero
pueden resultar de aspectos tales como: preparacién inadecuada
de la muestra, congelamiento, solucibén de extraccién

inapropiada, uso de tejido viejo, calentamiento de la muestra
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o del gel durante la corrida o simplemente producto de
inespecificidad enzim&tica (PRX, ME, EST, ACP, DIA), su
presencia y frecuencia son un peligro para la determinacién de
las duplicaciones génicas (Kephart 19950, Harris y Hopkinson
1976, Jarret & Litz 1986, Stuber 1991, Simpson & Whiters 1986,
Crawford 1992, Wendel & Weeden 1989).

El tejido de hoja resulté ser el mejor de todos los tejidos
evaluados, se homogeneizé con menor dificultadad que el resto
y mostrdé zimogramas mads definidos y c¢laros. Posee las
siguientes ventajas: disponibilidad del tejide durante todo el
afo, fdcil de colectar, muchos sistemas enziméticos se pueden
evaluar y es un tejido diploide (Kephart 1990, Crawford 1989,
Atkinson et al 1986, Weeden 1989, Weeden & Gottlieb 1980),

En plantas, son pocos los estudios electroforéticos que se
han realizado con tejidos de frutos, ya que los almidones y las
grasas interfieren con la corrida y los contenidos proteicos
son menores con respecte a la hoja (Kephart 1990).

Ghesquiere (1984) realizd estudios electroforéticos en palma
africana y encontrd mis actividad en tejidos de polen que en
tejidos de hojas. Es importante sefialar que en este tejido de
polen sélo 1 de los alelos est8 contenido (Crawford 1929);
mientras, con los extractos de hojas el problema son las altas
concentraciones de fenoles, taninos y pigmentos carotenoides
gue afectan la actividad de las enzimas; por lo que se debe

recurrir al uso de soluciones tampdn con alta proteccidn contra
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inhibidores enzimdticos para resolver el problema (Kephart
1990, Weeden & Wendel 1989, Loomis 1974, Anderson 196§).

La temperatura de almacenamiento o6ptima fue =70°C, Los
presentes resultados concuerdan con Kephart (1990), guien
informa que muestras de plantas almacenadas por 2 afoes a -70°C
mostraron reproducibilidad de zimogramas, lo que indicd que las
muestras no se degradaron. Asimismo Wendel y Weeden (198%)
agregan que muestras conservadas a -70°C por unos pocos anes
retuvieron altos niveles de actividad enzimdtica. Atkinson et

(1586) encontraron que los patrones de bandas fueron
modificados por congelamiento por varios dias a -20°C, al igual
que en este experimento.

El método de andlisis electroforético discontinuo y nativo
en geles de poliacrilamida realizado con el eguipo Mini Protean
11 proporcioné buena resolucibn para 9 marcadores enzimdticos,
es un método Gtil ¢ conveniente para realizar una evaluacién
preliminar de marcadores polimorficos con extractos animales o
vegetales (Davis 1964). La conveniencia de este métode
electroforético radicé en la alta resolucidén de bandas que
ofrecen los geles de poliacrilamida, las dimensiones del equipo
permiten un ahorro de reactivos de electroforesis y tincién y
las corridas fueron m&s rapidas, no mids de una hora. Sin
embargo, si desea realizar un estudio de variabilidad genética
de mayores proporciones, se recomienda el uso de equipo més

grande, que permita una amplia separacién de bandas con el fin
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de discriminarlas con propiedad, aungue esto o¢casione
incrementos en los costos de la investigacién.

La principal propiedad de los estudios de electroforesis de
ispenzimas se basa en el heche gue las bkbandas pueden ser
igualadas con los diferentes alelos de un locus génico o con
alelos provenientes de diferentes loci ({Crawford 1985, 1989}.
Estos datos alélicos son utilizados para evaluar la variacién
genética a nivel de poblacicnes y facllita la cuantificacidn de
similaridad genética y diferencias entre poklaciones y taxones
(Nei 1973). Esta iInformacién se torna mAs valiosa c¢uando los
datos alélicos se comparan can descriptores morfolégicos,
estudios de citogenética y distribucién geogréfica (Crawford
1934, 1985, 198%).

En este estudieo se gncontraron 9 locl polindrficos (PRX,
EST, ACP, DIA, MDH, G6PDH, PGI, SOD, PGM] ¥ en especial un
locus adicional en los zimeogramas de PRX con la raza Gudplles,
lo que se considera un marcader discriminatorio para esta raza
de Costa Rica, es posible gue éste sea producte de duplicacidn
génica, aungue es necesario estudiar mayor nimers de muestras
de esta raza para comprobar su existencia.

Un 80% de los locl revelados wostraron diferentes grados de
polimorfisme y algunos de los zimogramas resultaron complejos.
La naturaleza del polimorfismo en pejibaye es incierta dada la
amplia variabilidad genética mostrada a través de

caracteristicas biolégicas y su amplia distribucién geogridfica.
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Estudios realizados en otras palmeras han mostrado evidencia
de un polimorfismo elevado, lo gue corrobora la existdncia del
gque se visualiza a través de caracteristicas morfoldgicas.

Torres Y Tisserat (1980) encontraron un 88% de loci
polimérficos en Pheoenix datvlifera para un total de 14 alelos
en 8 loci. Ghesquiere (1987) estudié a Elaeis gleifera y
encontrd 11 enzimas con 14 loci polimdrficos y un total de 31
alelos. Bennanceur et al (1991) estudiaron esta misma palmera
Yy encontraron 7 enzimas con alto porcentaje de loci
polimérficos (71.4%), alta heterocigosidad (0.436) y una
considerable diversidad genética mostrada por 29 genotipes en
31 cultivares.

Hamrick et al (1979) proponen que plantas perennes, albégamas
con alta fertilidad y amplia distribucién geogréfica como las
palmeras, por leo general presentan altes niveles de
polimorfismo. Kimura (1982) comenta gue las palmeras presentan
un medelo infinito de alelos y que en estas plantas se han
encontrado muchos alelos por locus, donde uno de los cuales se
encuentra con mayor frecuencia. Este alto polimorfismo puede
obedecer a 1la naturaleza dioca de estas plantas y su
reproduccion aldgama, o puede ser producto de diferentes
condiciones ambientales o la coexistencia de clones
genéticamente diferentes (Bennanceur gt al 1991).

Se observd variacion de fenotipos electroforétices dentro de

plantas de la misma raza y entre plantas de diferente raza;
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pero es muy probable que no todo el polimorfismo se revelara si
se considera el nGmero de plantas estudiadas por raza. Para
obtener diferencias reales de variabilidad genética entre
palmeras del mismo origen, se debe muestrear mayor cantidad de
plantas, con el £fin de reunir la mayoria de alelos,
especialmente los alelos rares. Resultados similares a los
encontrados para pejibaye fueron comunicados por Ghesquiere
(1984) en Elaeis guinensis, donde existe mucha wvariabilidad
entre palmeras del misme origen geogré&fico.

El conjunto de informacidn obtenida con el andlisis de
conglomerados muestrd gque existen 2 grupos de razas con
fenotipos electroforéticos muy diferentes, estos grupos son
Guapiles - Darién (PA - C.R.) y Chapare - Belem (BO - BRA) ¥y
deja a Yurimaguas (PE) algo distante de ambos grupos, esta raza
presentd una relacién de distancia intermedia con respecto a
los otros dos grupos.

La relacién de distancia entre grupos estd claramente
definida en el dendrograma (Fig.16) wmostrade con la enzima
diaforasa (DIA), esta condicién la convierte en una enzima
relevante en estudios iscenziméticos de pejibaye. Ademds, esta
enzima agrupé las razas Chapare (BO) y Belem (BRA) las cuales
poseen similitud morfolégica. Mora - Urpi (1993) considera gue
la raza Belem (BRA) es una subpoblacién de Chapare (BQ) con
base en la similitud morfolégica gue poseen,

Las iscenzimas PRX, ACP, MDH, DIA (Figs.1l, 13, 15 y 16)
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presentaron estrechas relaciones de fenotipos electroforéticos
entre las razas Chapare (BO) y Belem (BRA). En otra% plantas se
han encontradeo similitudes alozimicas entre razas geograficas,
taxondémicamente recohocidas como subespecies o variedades
(Doebley et al 1984). Se ha sugeride que en algunos casos la
falta de divergencia genética entre subespecies puede resultar
de factores como: la reproduccidn cruzada, las grandes
distancias de dispersiétn de polen y semillas, la reciente
separaciébn de las subespecies y el flujo dgénico continuo
(Crawford 1985).

Las isoenzimas que agruparon estrechamente las razas
Guédpiles (C.R) y Darién (PA) fueron MDH, G6PDH, DIA, PGI, SOD
y PGM (Figs. 14, 15, 16, 17, 18, 19), aun cuando la morfologia
entre estas razas es algo disinil, Mora - Urpi (1993) comenta
que esta relaciones de similitud fenotipica obedecen a que la
raza Guapiles es posiblemente un hibrido entre las razas Darién
y Chinamato (Coclombia). En los dendrogramas obtenidos con las
enzimas PRX y SOD (Figs.1l1l y 18) la raza ¥Yurimaguas (PE) se
presentd como el grupo mas alejado; mientras gque con las
enzimas EST, GGPDH, MDH y PGI {Figs. 12, 14, 15, 17).
Yurimaguas comparte alguna relacidn de similitud con las razas
de PA - C.R. (Figs. 13, 16 y 12) y ademds comparte relacidn de
similitud con las razas BRA - BO. Mora - Urpi (1993} comenta
gue esta situacién coincide con el hecho de gue la raza

Yurimaguas es posiblemente un hibrido.
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CONCLUSIONES

1 -. La mejor homogeneizacidn de muestras se obtuvo con el uso
de morteros y pistilos, aungue el métode no es 100% eficienkte

con el total de tejidos estudiados,

2 -. La sclucidn de extraccibn de proteinas Fosfato 0.1M pH
7.0, 12% P¥E-40(w/w), G.1 M 2- mercaptoetancl, 1.5% BSA con una
relacién volumen:muestra de 2:1 ( 3ml:1,5 g ) logrd aglomerar
los fenoles y otros productos de interferencia enzimitica de

manera adecuada y proveydg zimogramas con bandas definidas.

I El tejide de hoja a pesar de sus altos contenidos
fenélicos, de taninos y pigmentos carotencides, resultd ser el
tejido dptime porgue se homogeneizé y clarificd facilmente,
posee mucha actividad enzimitica v es un tejido diploide gue se
puede colectar durante tode el ano, La cantidad o6ptima de

muestra fue 1.5 4.

4 =, El eguipo Mini-Protean II es un sistema conveniente para
evaluar polimorfismo isoenzimdtico de manera preliminar, ya que
por sus dimensiones reducidas permite bajar los costos de

investigacian.

5 = , Diez de los 12 marcadores iscenzimidticos estudiades

fueron revelados con el sistema de electroforesis discontinuo
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estandarizado en geles de poliacrilamida. Este sistema brindd
excelentes resoluciones para SOD, PGI, PGM, G&6PDH, MDH, mediana
resolucién para DIX, PRX, EST, mientras para sistemes como ME
¥ ACP no se cbtuvo la resolucidn oéptima. Con ADH y GOT no se
obtuvieron patrones de bandas, lo cual indica que 1a

metodologia desarrollada es inaproplada para estas enzimas.

§ =-. Un 80% de los marcadores isoenzimdticos evaluados son
polimérficos con tejidos de hojas de pejibaye. Los marcadores
polimbrficos 1tiles para futures estudios de variabilidad
genética en pejibaye con el presente sistema de electroforesis
son: SOD, PGI, PGM, G6PDH y MDH. Otros marcadores polimdérficos
enceontrados fueron: PRX, EST, ACP ¥ DIA, estos presentan
patrones de bandas complejos, isoenzimas secundarias y sombras
de degradacidon de la muestra. Si se desean estudiar los
polimorfismos de estos marcadores se deben realizar cruces de
progenies controlados, para dilucidar c¢on propiedad 1la
constitucién gené&tica de estas isocenzimas inespecificas. Se
recomienda el estudio de otros marcadores Iscenzimaticos

especificos come: GOT, SKDH, GDH, IDH y TPI.

7 =-. Se encontrd variabilidad fenotipica entre razas y dentroc
de las razas de los 5 origenes geograficos y un locus adicional
en la raza Gudpiles (Costa Rica) con el marcador PRX, la cual
se considera un marcador discriminante para la raza; sin

embargo, la hipdtesis reguiere comprobacidn.
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8 - . Xl anélisis de conglomerados reveld gue existen dos
grupos con fenotipos diferentes, estos son Guapilés {CR} =
Darién (PA) y Belem (BRA) -~ Chapare (BO). La raza Yurimaguas

(PE) gquedd® alejada de ambos grupos.

% —. Aungue este estudio es ciertamente incomplete, proporciond
un método para el andlisis de marcadores isoenzimaticos
polimérficos en pejibaye, permitidé conocer cuales de estos
marcadores fueron polimSrficos y cual fue su potencial
discriminatorio y ademas facilité la comparacidp de individuos
con diferente origen geogr&ficoc en cuanto a su fenotipc y
expresidén de genes, Esta es una herramienta bédsica preliminar
para mejorar el entepdimiento y organizacidn de la variabilidad
genética en pejibaye o simplemente permite obtener un mejor
entendimiento de la estructura y funcionamiento de los genes de

plantas.
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APENDICES

APENDICE 1. Protocclos de los geles nativos usados para el
andlisis de iscenzimas en Bactris gasipaes.
Modificaciones de los protocolos dados por Hames
& Rickwood (1887).

Componentes Gel espaciador Gel separador
del gel VEf = s ml VE = 6 ml

5% 7% B% 10%
Agua destilada 2.9ml 3.7ml 3.33ml 2.3ml
Sol.Tampéd4n del gel
Tris Hcl 1M pH 6.8 1.25m1
Sol.Tampdn del gel
Tris Hecl 1.5M pH B.7 0.91ml 1.04ml 1.3ml
Acrilamida 30 § ** 833ul 1.4ml 1.6ml Z2.0ml
Temed* 6ul 5.6ul 6.4ul gul
Persulfato 10 % #** 23ul 22.4ul 25.6ul 32ul

—_—

* El temed se encuentra en una relacién de 1:4 con respecto
a4l persulfato.

** Bl persulfato al I0 % ¥ la acrilamida al 30 % se prepararon
con anticipacién, se hicieron alicuotas de 5 y 10 mnl
respectivamente y se almacenaron a - 20°C hasta gue se usaron.
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APENDICE 2. Protocolos de tincidén de 12 isoenzimas ensayadas
con extractos de hojas de pejibaye,

PEROXIDABA ( PRX }.( E.C.1.11.1.7) CIAT 19%0.

Acetato de sodio 0.2 M pH 5.0 50 ml
3-Amino 9-etil carbazol 40 mg
(disueltos en 5 ml de NN dimetil formamida )

Perdxido de hidrdgeno al 2% 7 gotas

Funcién: Vias oxidativas (oxidacidn de IAA, destoxificacion de
perdxidos orgénicos), procesos de senescencia.

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

Solucifén fosfato de sodioc 0.2M pH 6.8:

Disodio hidrégeno ortofosfato 0.15 M 30 ml
Sodio hidrdgeno ortofosfato 0.15 M 20 ml
Alfa- naftil acetato 0.04gr/3ml
acetona.
Beta- naftil acetato 0.04gr/3ml
acetona.
Fast Garnet GBC sal 0.02 grs.

Funcidn: Hidrdélisis de ésteres.

FOSFATASA ACIDA ( ACP ).(E.C.3.1.3.2) Harris & Hopkinson 1976.

Tampdn Citrate 0.05 M pH 4.5 SOml
Alfa - Scdio naftil fosfateo acido 50my
Beta - Sodio naftil fosfato Aacido 50mg
Fast garnet GBC sal {colorante) 50mg

Funcidén: Hidrdlisis de ésteres fosfataos
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ALCOHOL DESKIDRCGENASA ( ADE ). (E.C.1.1.1,.1) Harris &
Hopkinson.1976.

Tris HC1l 0.05 M pH 8.6 25ml
Etanol absoluto Iiml

NAD 20my

MTT 10mg/2ml
agua PMS

4mg/0.8ml agua

Funcidén: Fermentacidédn alcochdlica, oxidacidn de alcoholes,
reduccién de acetaldehidos a etanecl.

MALATO DESHIDROGENASA ( MDH ). (E.C.1.1.1.37) CIAT 1990.

Tris malato 0.1M pH 5.0 50ml
L- &cide malico 20mg
NAD 20mg
MTT 8 mg
PMS trazas.

Funcién: Ciclo del acido tricarboxilico, oxidacién de malato a
acetato, fotarespiracién.

ENZIMA MALICA ( ME ).(E.C.1.1.1.40) CIAT 199%0.

Tris malato 0.1M pH 7.2 45ml
Mgecl2 5 ml
L- &cido malico 20mg
NADP 10mg
MTT 6 mg
PMS trazas

Funcidn: Ciclo del &cido citrico ( cataliza la formacién de
Acidos dicarboxilicos de CO2 y precursores de 3 carbonos.
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GLUTAMATO OXALATO TRANSAMINASA ( GOT ).(C.E 2.6.1.1) Vallejos

i583.
A. Tris Hel 0.1 M PpH 8.5 100ml
Alfa-Cetoglutarato 100mg
Acido aspéartico 200mg
B. Pyridoxal=5-p 10 mg
Fast blue BB sal 150mg
Funcidén: Metabolismo de los aminoacidos.
DIAFORASA ( DPIA ).(E.C.1.6.4.3) CIAT 1990.
Tris Hcl 1M pH B.5 5 ml
Agua 45 ml
NADH 20 mg
MTT 10 mg
2,6 diclorofencl indofenol trazas

Funcién: Participa en catdlisis de la via oxidativa.

GLUCOSA € FOSFATO DESHIDROGENASA( G6PDH ).(E.C.1.1.1.49) CIAT

1950.
Tris Hcl 1M pH 7.5 5 ml
Agua 45 ml
MgCl2 0.1 M 0.5ml
Glucosa 6-fosfato (mono-sal) 20 mg
NADP 10 mg
MTT 10 mg
PMS trazas

Funeién: Cicle de Calvin, Ciclo Pentosa Fosfato.
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SUPEROXIDO DISMUTASA ( SOD ).(E.C.1.15.1.1) Harris y Hopkinson

197s.
Tris Hcl 0,05M pH 8.0 ' 50 ml
NADP 10 mg
MTT 10 mg
MgCl2 50 ul
PM5 trazas
Funcidn: Inactivaci6n de radicales superoéxido.
FOSFOGLUCOISOMERASA ( PGI ).{E.C.5.3.1.9) CIAT 1990.
Tris Hcl 1M pH 8.0 5 ml
Agua 40ml
MgCl2z 0.1M 1 ml
G-6PDH 4 ul
Fructuosa & fosfato deshidrogenasa 10mg
NADP 6 mg
MTT 6 mg
PMS trazas
Funcidn: Glicblisis, sintesis de almidédn.
FOSFOGLUCOMUTASA ( PGM ).(E.C.2.7.5.1) CIAT 1990.
Tris HCL 1M pH 8.0 5 ml
Agua 45ml
Cloruro de Magnesio 0.1 M 1 ml
Glucosa-l-fosfato 25mg
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 8 ul
Glucosa 1,6 difosfato trazas
NADP 6 mg
MTT & mg
PMS Trazas

Funcién: Cataliza la interconversién de glucesa 1-P y glucosa
6=F en la reaccidn 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, distribucién subcelular y nimero de
iscenzimas encontradas en otras plantas de interes
econdémico.

Enzima Iscenzimas Localizacidn Estructura
ACP 2= Varias M.D.
ADH k=3 c M,D.
DIA 1~3 c,P,MT M,D.
EST 2=20 c M,D.
G&EPDH 2 c,P D.
PGl 2 c,P D.
MDH 3 C,MT,MB D.
ME 1 - Te
PRX 2=13 C,Pc M,D.
PGM 2 c,P M,D.
soD 3 C,P,MT B,T.
GOT H C,P,MT, Mc B
— —_—

Fuente de informacién: Soltis & Soltis 1%89.

Localizacién:
C = Cloroplaste
P = Plastidos
MT= Mitocondria
Pe= Pared celular
Mc= microcuerpos

Estructura: M = Mondmero
D = Dimero
T = tetramero



APENDICE
fenotipo.

Fenctipos
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Ordenamiento

cualitativo de razas segun

Razas
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