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Abstract: The study of genetic diversity in peach palm (Bactris gasipaes K.) is important for the breeding work
on this palm and to corroborate the hypotheses on its origins. For that purpose it is necessary to use alternative
techniques to complement the morphological studies traditionally made. One of the techniques that responds to
that need is isozyme electrophoresis. The isozymes are biochemical markers of importance in the study of ge-
netic variability in plants of economic importance, because they are the primary products of genetic expression.
This work is an electrophoretic analysis on gels of polyacrilamide to study phenetic relations using twelve
isozymes on four races and an spontaneous hybrid of peach palm. The biological material used came from the
germplasm bank from Los Diamantes Experimental Station, Guépiles-Costa Rica. Four races and a hybrid we-
re selected from that collection. They represented different procedences with morphological differences as well
as having particular geographical distribution patterns; they were: Tembé-Chapare (Bolivia-Bo), Para -Belem
(Brasil-Bra), Utilis Guapiles (Costa Rica-CR), Tuira-Darién (Panama-Pa) and Yurimaguas (Peni-Pe). Five trees
of each race and the Yurimaguas hybrid were studied. Different tissues were tried: leaf, adventitious roots, spi-
nes, masculine flowers and ripe fruits. An standard native and discontinued method was established on a polya-
crilamide matrix for the analysis of twelve isozymes: (PRX, EST, ACP, DIA, G6PDH, ME, MDH, GOT, ADH,
PGI, PGM and SOD). The amount of tissue used was 1. 5 g, with 20 min clarification time at 15000 gravity va-
lue and a temperature of 4°°C. The protocol proposed by Baaziz & Saaidi (1988) was followed with a modifi-
cation of concentration of the phosphate buffer solution from 0,005 M to 0. 1M with a 50 to 200 volts gradient.
The root, flower and spine tissue were difficult to homogenize because of their high fiber content. The fruit has
too much oil and starch, which distort the banding. For those reasons they were discarted. The leaves were se-
lected because they are easy to homogenize and are available all year round. The standardized electrophoretic
method allowed the effective use of ten of the twelve isozymes in the leaf tissue. Those ten isozymes showed
phenetic polymorphism and are considered useful polymorphic markers for genetic and phenetic diversity stu-
dies in Bactris gasipaes. A discriminant marker for the Utilis-Gudpiles race was found with the PRX isozyme,
which shows an additional locus only in material from that procedence. The conglomerate statistical analysis
showed that the races and hybrid studies can be placed in three groups: one is formed by Parda and Tembé, the
second one by Utilis and Tuira, and the hybrid Yurimaguas is a class by itself and although it seems a bit clo-
ser to Utilis-Tuira, it is suspected that has its origin from unknown parents. These results fit previous morpho-
logical interpretations. A genetic analysis was not made because of the small sample size, but methodological
procedures were éstablished for future research projects using larger populations to study peach palm isozyme
electrophoretic diversity.
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El pejibaye (Bactris gasipaes Kunth) es
una palmera nativa del bosque tropical hime-
do americano, que crece entre los paralelos
16° Ny 17° S y posee un alto potencial eco-
némico (Mora-Urpi 1991, Mora-Urpi et al.
1997). Existen varias hipétesis sobre el ori-
gen y domesticacioén de esta planta, una su-
giere que el origen de la planta tuvo lugar en
la regién ubicada a ambos lados de la cordi-
llera de los Andes y sur de Centro América, y
que la domesticacién ocurrié independiente-
mente en varias localidades a lo largo de este
territorio a partir de diferentes poblaciones
silvestres (Mora-Urpi 1991). La otra hipétesis
sugiere que el pejibaye fue domesticado una
sola vez en algin lugar del Alto Amazonas
(Clement 1995).

Anivel morfolégico, existe una gran diver-
sidad entre las poblaciones de pejibayes silves-
tres y las cultivadas. Mora-Urpi (1991) conside-
ra que esta variabilidad se debe al origen polifi-
l€tico del pejibaye cultivado y cuyos cultivares
resultantes han participado en hibridaciones
posteriores.

El estudio de la diversidad genética del pe-
jibaye es de suma importancia para el mejora-
miento integral de esta palmera y para compro-
bar las hipétesis sobre el origen del cultivo. Es
necesario emplear técnicas que faciliten su ana-
lisis genético y que complementen los estudios
morfolégicos tradicionalmente utilizados, una

de las técnicas que responden a esta necesidad
es la electroforesis de isoenzimas. Las isoenzi-
mas son marcadores bioquimicos de gran im-
portancia en el estudio de variabilidad genética
de muchas plantas de interés econdmico porque
son el producto primario de la expresion génica
(Crawford 1989).

El objetivo de esta investigacion es estable-
cer un sistema de andlisis electrofortico de
isoenzimas en geles de poliacrilamida, que per-
mita determinar el grado de polimorfismo y las
relaciones fenéticas de cuatro razas y un hibrido
de pejibaye.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: Se usé material del
banco de germoplasma ubicado en la Estacién
Experimental “Los Diamantes”, Gudpiles,
CostaRica. De esa coleccién fueron seleccio-
nadas cuatro razas y un hibrido de pejibaye de
diferentes procedencias (Cuadro 1) y que pre-
sentan variacién morfolégica entre si: Tembé-
Chapare (bolivia-Bo), Para-Belem (Brasil-
Bra), Utilis-Gudpiles (Costa Rica-CR), Tuira-
Darién (Panaméa-Pa) y el hibrido Yurimaguas
(Peri-Pe). Se estudiaron cinco arboles por ca-
da raza e hibrido, de cada uno se evaluaron te-
jidos de hoja, raiz adventicia, espina, flores
masculinas y fruto maduro.

CUADRO 1

Procendencia y ubicacion en el banco de germoplasma de los materiales vegetativos de pejibaye empleados en este estudio

Tipo de fruto Introduccién Pais
Mesocarpa Yurimaguas Peri
Mesocarpa Yurimaguas Pert
Mesocarpa Yurimaguas Pert
Mesocarpa Yurimaguas Pert
Mesocarpa Yurimaguas Pert
Microcarpa Para-Belem Brasil
Microcarpa Para-Belem Brasil
Microcarpa Pari-Belem Brasil
Microcarpa Paré-Belem Brasil
Microcarpa Pari-Belem Brasil
Microcarpa Tembé-Chapare Bollivia
Microcarpa Tembé-Chapare Bollivia

Seccién Parcela Arbol
P15
P30
P71
P44
P57

P418
P419
P434
P436
P449
P1121
P1137
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Continuacion Cuadro 1.
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Tipo de fruto Introduccién Pais Seccién Parcela Arbol
Microcarpa Tembé-Chapare Bollivia E P1139 S
Microcarpa Tembé-Chapare Bollivia E P1138 8
Microcarpa Tembé-Chapare Bollivia E P1144 2
Microcarpa Tuira-Darién Panama L P6041 1
Microcarpa Tuira-Darién Panama L P6043 5
Microcarpa Tuira-Darién Panamd L P6046 2
Microcarpa Tuira-Darién Panama L P6060 2
Microcarpa Tuira-Darién Panama L P6061 8
Mesocarpa Utilis-Gudpiles Costa Rica z 5004 2
Mesocarpa Utilis-Gudpiles Costa Rica Z 5006 1
Mesocarpa Utilis-Gudpiles Costa Rica z 5007 3
Mesocarpa Utilis-Gudpiles Costa Rica z 5001 1
Mesocarpa Utilis-Guapiles Costa Rica Z 5002 6

Tratamiento de las muestras: Se toma-
ron muestras de 2 g, 1. 5g, 1g y 0. 5g de cada
tejido, las que se maceraron en morteros y pis-
tilos de cerdmica preenfriados, a las que se les
afadieron 3 ml de buffer de extraccién (Baa-
ziz y Saaidi 1988). Los extractos fueron cen-
trifugados a 4°C por 5, 10, 15, 20, 25 min. en
las siguientes gravedades: 10 000, 15 000, 20
000 y 25 000. El sobrenadante fue recobrado
y almacenado a -70°C hasta el momento de su
andlisis.

Andlisis electroforético y evaluacién de
zimogramas: Se utilizé el método nativo y dis-
continuo sobre una matriz de separacion de
poliacrilamida (Hames y Rickwood 1987).

Se emplearon los procedimientos de reve-
lado descritos por Vallejos (1983) y Harris y
Hopkinson (1976). Las isoenzimas evaluadas
fueron: peroxidasa (PRX), esterasa (EST), fos-
fatasa 4cida (ACP), diaforasa (DIA), fosfoglu-
coisomerasa (PGI), glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa (GO6PDH), enzima maélica (ME),
malato deshidrogenasa (MDH), glutamato
oxalato transaminasa (GOT), alcohol deshi-
drogenasa (ADH), super6xido dismutasa
(SOD), fosfoglucomutasa (PGM).

La evaluacién de los zimogramas o feno-
tipos se bas en que cada banda horizontal
probablemente corresponde a un locus y que la
posicién de cada una equivale a un alelo (Wen-
del y Weeden1989, Bennanceur et al. 1991).
Los loci se denominaron con letras de A hasta

Z y los alelos se catalogaron de 0 hasta n segtin
Ghesquiere (1987) y Sanchez (1988).

Mediante un andlisis de conglomerados se
establecieron las relaciones de similitud de fe-
notipos electroforéticos por isoenzima entre el
hibrido y las cuatro razas estudiadas.

RESULTADOS

Material vegetal y tratamiento de las
muestras: El proceso de homogeneizacién de
los tejidos de raiz adventicia y flores masculi-
nas result6 arduo y dificil por la dureza de los
tejidos, y del todo imposible, con el tejido de
espinas, debido a la naturaleza altamente fibro-
sa de los tejidos de pejibaye. Sin embargo, el
tejido de hoja y fruto se homogeneizaron mas
facilmente porque contiene menos fibras. El
tejido de fruto se descart6 debido a que su alto
contenido de grasa y almidén distorsionaron el
patrén de bandas y el sistema de electroforesis
se recalentd, probablemente alterando la es-
tructura de las proteinas. De los cinco tejidos
estudiados, el tejido de hoja mostré los mejo-
res resultados en los procesos de homogenei-
zacidn, extraccion y analisis enzimaticos, y re-
veld los mejores patrones de bandas. Por todas
estas razones se eligié para el andlisis electro-
forético de las doce isoenzimas.

Se encontrd que la cantidad 6ptima de te-
jido fue 1. 5 g, con un tiempo de clarificacion
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de 20 min. a una gravedad de 15 000, y a una
temperatura de 4°C.

Analisis electroforético y evaluacion de
zimogramas: El método de electroforesis uti-
lizado en este estudio permitié la visualizacién
de diez de las doce isoenzimas evaluadas; las
enzimas ADH y GOT no mostraron actividad
enzimatica en estas condiciones. La resolucién
de los zimogramas vari6 con cada enzima y los
mejores patrones de bandas se obtuvieron con

PRX, G6PDH, PGI y PGM. Las isoenzimas
fueron variables en mayor o menor grado. DIA
es la isoenzima con mayor niimero de fenoti-
pos por gel (14) y PGM (3) la que present6 me-
nor nimero (Cuadro 2). Las muestras de la ra-
za Utilis-Gudpiles (CR) analizadas con la
isoenzima PRX mostraron un locus adicional,
locus C del fenotipo III (Fig. 1).

Mediante el analisis estadistico de conglo-
merados se encontrd que las razas y el hibrido

CUADRO 2

Actividad, resolucion y andlisis de los zimogramas de las doce isoenzimas ensayadas con tejido de hojas de pejibaye

Enzima Actividad Resolucién
PRX + +++
EST + +
ACP + +
MEPC + -+
DIA + +
MDH + ++
G6PDH + +++
PG1 + +++
SOD + 4
PGM + ++
GoT" - -
ADH" - ;

Actividad: + = Patrones con fuerte actividad-= No mostré actividad

Resolucién: +++ = Muy buena + = Regular
* = Se debe mejorar el método de electroforésis

PC = Patrones de bandas complejos

Zonas de # Loci Fenotipos
bandas probables por gel

3 3(A,B,C) 12

4 4(A,B,C,D) 12

2 2 (A,B) 9

2 2(A.B) -

4 3 (A,B,C) 14

1 1(A) 8

2 2(A,B) 7

3 2 (A,B) 9

3 3 (A,B,C) 10

1 1(A) 3
-+ = Pobre - = Ninguna
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Fig. 1. Diagrama esquematico del patrén de bandeo obtenido con peroxidasa (PRX).

estudiados se aglomeran en tres grupos y que
cada uno comparte similitudes fenotipicas en-
tre si. El grupo uno esta compuesto por las ra-
zas de Pard-Belem (Br) y Tembé-Chapare
(Bo); el grupo dos lo conforman las razas de

Utilis-Guépiles (CR) y Tuira-Darién (Pa), en
tanto, el hibrido Yurimaguas (Pe) se ubica en
una posicién disimil, ligeramente m4s cercana
a Utilis-Guépiles (CR) y Tuira-Darién (Pa)
(Fig. 2).
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Fig. 2. Relaciones de similitud fenética entre las cuatro razas y un hibrido de pejibaye, establecidas con base en las diez

isoenzimas evaluadas.
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DISCUSION

Las diez isoenzimas estandarizadas y
analizadas en este estudio representan marca-
dores polimérficos ttiles para futuros estu-
dios de variabilidad genética y fenética en
Bactris gasipaes. Debido a que la muestra
usada en esta investigacién fue pequeiia, no
se hizo un andlisis genético, pero se sientan
las bases metodoldgicas para otras investiga-
ciones que busquen evaluar poblaciones mas
grandes y conocer la enorme variabilidad
genética del pejibaye a través de la electrofo-
resis de isoenzimas.

Es importante mencionar que los tejidos
de pejibaye son dificiles de homogeneizar por
los altos contenidos de fibras. La hoja es el te-
jido mas adecuado porque se homogeneiz6 fa-
cilmente, produjo zimogramas claros, es un te-
jido disponible durante todo el afio, es fécil de
recolectar y permite evaluar varios sistemas
enzimaticos. A

Se observé variacién de fenotipos electro-
foréticos entre las plantas de diferentes proce-
dencias; es altamente probable que este poli-
morfismo fenético sea el producto de la gran
variabilidad genética que posee esta especie, y
que se manifiesta a través de sus caracteristicas
morfolégicas. (Mora-Urpi 1991).

Otras palmeras como P. datilifera y E.
oleifera también muestran un alto polimorfis-
mo, que se evidencia por una amplia diversi-
dad morfolégica (Torres y Tisserat 1980,
Ghesquiere 1987, Bennanceur et al. 1991).
Este alto polimorfismo podria obedecer a su
reproduccién alégama, ser producto de adap-
taciones a diversas condiciones ambientales o
a la coexistencia de razas genéticamente dife-
rentes (Bennanceur et al. 1991). En el pejiba-
ye cultivado esta diversidad podria deberse a
su origen polifilético (domesticacién de va-
rias especies hermanas), hibridacién, intro-
gresion, reproduccién alégama, seleccion, de-
riva genética y mutacién (Mora-Urpi 1991).
Sin embargo, Clement (1995) encontré poca
diversidad dentro de las poblaciones que estu-
dié conisoenzimas, lo atribuye a una base ge-
nética reducida.

La peroxidasa revel6 un locus tinico con
las muestras de la raza de Utilis-Gudpiles
(CR), el cual podria usarse como un marca-
dor discriminatorio para esta raza. Es posible
que sea producto de una mutacién simple,
aunque es necesario estudiar un mayor
nimero de individuos para corroborar tal hi-
potesis.

El andlisis de conglomerados mostr$ una
estrecha relacién fenética entre las razas Pa-
ré-Belem (Br) y Tembé-Chapare (Bo), posi-
blemente porque ambas descienden de Bac-
tris insignis; mientras que las razas Utilis-
Gudpiles (CR) y Tuira-Darién (Pa) también
se agrupan fenotipicamente ain cuando la
morfologia entre estas razas es algo disimil.
Mora-Urpi(1991) comenta que esta ultima
relacién se debe a que estas razas posible-
mente comparten ancestros. En otras plantas
se han encontrado similitudes isozimicas en-
tre razas geograficas, taxonémicamente reco-
nocidas como subespecies o variedades
(Doebley 1989).

El andlisis de similitud fenotipica que com-
bina todos los zimogramas isoenzimaticos mues-
tra a Yurimaguas separado del resto de razas y
aunque ligeramente mds cercano al grupo Utilis-
Tuira, por lo que constituye una clase por si sola,
cuyos padres ain no han sido identificados.
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RESUMEN

Se estandarizo un sistema de electroforesis de isoenzi-
mas con tejido de hojas que permiti6 la identificacién del
polimorfismo fenético entre cuatro razas y un hibrido de pe-
jibaye Bactris gasipaes provenientes de Brasil, Pert, Boli-
via, Panamd y Costa Rica. Las isoenzimas ensayadas fue-
ron: PRX, EST,ACP, ME, DIA, MDH, G6PDH, PGI, SOD,
PGM, ADH, GOT, de estas solamente las dos celtimas no
mostraron actividad. El resto de isoenzimas mostraron poli-
morfismo fenético en diferentes grados, por esto se conside-
ran marcadores polimérficos potenciales para estudios de
vanabilidad genética en pejibaye. Se encontré un locus tni-
co en el zimograma de la enzima PRX en las muestras de
‘Utilis-Guépiles (CR), el cual podria usarse como un marca-
dor discriminatorio para estaraza. Se establecieron relacio-
nes de similitud isoenzimatica entre las razas Utilis-Guapi-
les (CR) y Tuira-Darién (Pa); Tembé-Chapare (Bo) y Para-
Belem (Bra) respectivamente, mientras que el hibrido Yuri-
maguas (Pe) se ubicé aparte y ligeramente mas cercano a
Utilis y Tuira, por esto.se considera que posiblemente des-
ciende de padres atn no identificados.
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