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RESUMEN

Dado que las proteinas son un producto directo de la trans -
cripcidn y traduccidn de genes, sirven de documentos que contienen
la informacion del genotipo e historia de los organismos, la cual pue-
de ser " leida " al caracterizar a las proteinas individuales con mé-
todos analiticos, como la electroforesis en gel.

Dicho método se utiliz6é en este trabajo para conocer al

conjunto de proteinas presentes en el latex de Hevea brasiliensis ,

algunas de las cuales constituyen el sistema que aseguran la trans-
formaci6n de sacarosa a hule, con el objeto de establecer patrones
electroforéticos caracteristicos que correspondan a clones especifi-
cos.

Los patrones electroforéticos obtenidos fueron casi iaén-
ticos entre los clones estudiados, por lo que no se encantrd la rela-
cién esperada entre dichos patrones y el potencial productivo de cada

clén.



OBJETIVO

El presente trabajo pretende estandarizar el método de
elebtroforesis en gradiente en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio, PAGGE-SDS, para establecer una relacidn cualitativa
entre las proteinas contenidas en el latex fresco y el potencial produc-

tivo de diferentes clones del arbol del hule, Hevea brasiliensis, con

el fin de poder seleccionar anticipadamente drboles que prometan te-
ner una alta productividad de Iitex y mas especificamente de hule, de
co‘ntribuir a los programas de seleccion y mcjoramiento genético de

este cultivo, asi como de su propagaciOn para cubrir las necesidades

futuras de hule natural del pais.



INTRODUCCION

La principal fuente de hule natural en'el mundo es la de

Hevea brasiliensis, que es un drbol que puede ser " sangrado " de ma-

nera continua, la composicidn de su latex permite un tratamiento del
hule mas ficil y su produccidn neta es superior a todas las demas es-
pecies vegetales productoras de hule conocidas.

El arbol del hule Hevea brasiliensis Muell Arg., pertenece

a la familia Euphorbiaceae, subfamilia de las Crotonoideas y a la tri-
bu Acalyphae, es nativo de la cuenca baja del rio Amazonas, donde.se
inicié su explotacion a fines del siglo XVIII hasta 1876. Fué en junio

de este afio cuando Wickham, un inglés propietario de plantaciones que

entonces vivia en Brasil, reunid 70,000 semillas de Hevea a lo largo

del rio Tapajoz y las embarcd a Kew, de éstas se obtuvieron 2,.400
plantas que fueron distribuidas a Ceilan, Java Occidental y Malaya( 1 ).
Posteriormente se llevaron a todas las regiones tropicales calido-hi-
medas, para establecer plantaciones ordenadas, pero es en el trOpico
asiatico donde se ha logrado el maximo desarrollo tecnolégico.

En México, el establecimiento del cultivo del hule se reali-
20 desde el afio 1882, cuando las compaififas inglesas y holandesas es-
tablecieron las primeras plantaciones. El material vegetativo usado es
probablc que haya procedido de las Indias Orientales [olandesas, hoy

Indonesia. Sin embargo estas primeras plantaciones fueron abandona-~



das a partir de 1910, como consecuencia del movimiento revolucionario
que convulsioné al pais.

A partir de 1940 se iniciaron trabajos para propagar y se-
leccionar material vegetativo de alto rendimiento, en el Campo Agri-
cola Experimental " El Palmar " ( CAEPAL ), situado en el municipio
de Tezonapa, Ver., con la introduccién de numerosos clones de origen
oriental, procedentes de estaciones experimentales similares a la de
" El Palmar ", situadas en Honduras y Costa Rica. A partir de 1964 se
han introducido clones procedentes de la Sociedad In-dochina de Planta-
ciones de llevea,de Saigdn, Vietnam del Sur; de la Estacion Experimen-
tal de Los Brillantes,de Retalhuleu, Guatemala y del Instituto Agrono-
mico del Norte,de Para, Brasil ( 2 ).

El CAEPAL cuenta con una superficie de 315 hectareas pa-
ra sus trabajos de investigacion y se localiza a 16 kildmetros aproxi-
madamente de Tezonapa; su altura sobre el nivel del mar es de 180
metros, su localizacidn geogrifica es a los 18°32' de latitud norte y a
los 90°47' de longitud oeste, la precipitacién media anual va de los
2,000 a 4,000 milimetros y la temperatura media anual ¢s de 27°C,

La clasificacidn dec los suelos y el tipo de vegetacion predominante en
cllos es la siguiente: suclos latoé()licos, con selva alta perennifolia

de Terminalia amazonia ; suclos de rendzina con selva alta subperen-




nifolia de Brosimun alicastrum y los suelos hidromoérficos con selva

de Scheelea liebmannii ( 3 ).

L.as condiciones climéticas generales para el desarrollo
del hule son las siguientes :

- latitud. - entre los 12 ° tanto al norte como al sur del ecuador.

altitud. - de los cero a los 500 msnm.

temperatura media anual. - entre los 23y 28 °C.

precipitacidn media anual. - de 2,500 a 4,000 mm.

suelos. - rojos lateriticos, de origen volcanico y los aluviales, hi-
dromo0rficos no inundables, sino profundos, bien drenados, fértiles

y muy porosos,

viento. - en lugares donde no sobrepasen los 40 nudos ( 90 km ) por
hora o sea que no alcancen una fuerza de diez en la escala de Beaufort.

- luminosidad. - es preferible que tengan de cinco a ocho horas de luz,

DESCRIPCION BOTANICA.

El Hevea es un arbol de tamaifio mediano, de 10 a 20 me-
tros de altura, con ramitas robustas, lisas y que contienen mucho ju-
go lechoso. El peciolo es delgado, verde y de 3.5 a 30 cm de largo.
Las hojucelas son de tamafio corto y elipticas-oblongas u obovadas-

oblongas; la base ¢s angosta y aguda; el dpice es acuminado; las ho-



juelas individuales son enteras, .pinatinervadas, de color verde obscu-
ro en la parte adaxial, de color mas claro y glaucas en la abaxial, de
5 a 35 cmde largo y de 2,5 a 12.5 cin de ancho. La inflorescencia es
axilar y lateral, con tallo, laxa en forma de panicula, de muchas flo-
res y con pubescencia corta. Las flores son unisexuales-mondicas,
pequefias y de color amarillo claro. El caliz es campanulado con cin-
co segmentos triangulares angostos. En la flor masculina hay diez
estambres connatos que forman una columna con las anteras en dos
hileras superpuestas., Existe un pequefio disco peludo, de cinco 16bu-
los. Las flores femeninas son mas grandes, el ovario es corto, pubes-
cente y de tres celdas con tres estigmas cortos, gruesos y sésiles.
Los frutos son grandes, comprimidos, trilobados obtusos, rara vez
con cuatro a seis l6bulos, de 3 a 6 cm de didmetro y separandose ei
tres, cuatro o Seis bayas de dos valvas; el pericarpio es coriaceo, €l
endocarpo lefioso. Las semillas son grandes cuadrangulares-ovoides,
comprimidas en uno o dos lados, brillantes de color grisdceo o pardo
palido, con puntos y manchas irregulares de color pardo obscuroy
sonde 2 a 3.5 cmde largo, de 1,5a 3 cmdeanchoy del.5a 2.5

cm de grueso ( 4 ).

MEJORAMIENTO Y SELECCION DEL CULTIVO DEL HULE,



La gran variabilidad morfologica existente entre las nueve
especies conocidas de Hevea ha sido aprovechada debido a que todas
las especies tienen el mismo nimero de cromosomas, 2n = 36; con el
fin de incluir por medio de un gran nimero de cruzas, en la especie
con mayor producciOn los caracteres de resistencia a enfermedades y
otras caracteristicas agrondmicas deseables. Del mismo modo, la
variabilidad que existe en las plantaciones, entre arboles individua-
les, es explotada para mejorar el cultivo del hule.

Los individuos que prometan tener, entre otras caracteris-
ticas, un buen potencial productivo son seleccionados y propagados
vegetativamente, con el fin de que toda la descendencia asexual del
individuo, es decir el clon, sea genéticamente idéntica y reproduzca
las propiedades deseables.

La seleccidn se inicia con el aislamiento de los arboles de
mejor rendimiento en las plantaciones de arboles de semilla. Los
arboles progenitores primarios son propagados vegetativamente y los
injertos de yema se plantan en pruebas de clones. Los clones sobre-
salientes son liberados para su plantacién comercial o se multiplican
para pruchas posteriorc¢s o para mejoramiento. El programa de mejo-
ramiento pucde consistir cn polinizacioncs manuales de los arboles

progenitores primarios o clones, con el fin de combinar diversas ca-



racteristicas esenciales, tales como la resistencia al dafio por el vien-
to, enfermedad parda de la corteza, etc. La descendencia se pruebay -
se hacen selecciones para arboles progenitores secundarios o familias

de plantas obtenidas por semilla.

Los clones recomendables para establecerse en el CAEPAL
son : JAN-710, RRIM-527, RRIM-614, TJR-1, GA-49, GA-1126, GA-
1279, GV-21, GV-31, GV-42, GA-26, las series México, Mex-17,
Mex-22y Mex-23 ( 5 ).

Para llevar a cabo este trabajo se utilizaron los clones
IAN-710, GV-31y GV-42. Entre sus caracteristicas ( tabla 1) IAN-
710 y GV-31 son los mejores productores de hule seco, tienen mayor

adaptabilidad y son de facil propagacién en ¢l CAEPAL.

EL LATEX.

El 4rbol de Hevea brasiliensis Muell Arg., tiene un com-

plejo sistema laticifero que se desarrolla de células ordinarias en la
corteza por la disolucidn gradual de sus paredes cxtremas y la pérdi-
da del contenido celular. Ellas forman reticulaciones complejas dis-
puestas en cilindros verdaderos mas o menos concéntricos que son
mas abundantes cerca del cAmbium y se diseminan hacia la periferia

( fig. 1 ). Estas células tienen funciones especiales; ademds de los



Progenitores

Produccion 1982
kg hule seco / ha /
aiio.

Produccion 1983
kg hule seco / ha /
afo.

Tallo

Corteza

Injertos:
a) tiempo para ini

ciar se explotacibn.

b) forma de la co
pa -

JIAN-710

- GV-31

GV-42

F 409 X PB 86

1,280

1,376

recto y muy
robusto

café, suave
y lisa

de 5 a 7 afios

triangular

clon primario

808

707

recto

regular y
gruesa

amplia y di
fusa,

clon primario

860

760

recto y robus-
to.

café, muy sua
ve.

de 9 a 10 aiios.

cbnica y alta
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elementos clasicos : nucleo, mitocondrias, ribosomas, etc., contie-
nen un gran nimero de particulas de hule, estructuras tipo plastidos:

particulas Frey Wyssling y microvacuolas lisosomales o lutoides ( 6 ),

";‘; 0 _madera o xilema
7 secundario
corteza interna "Llerna"___‘ radivs
corteza externa''dura’
cambium
floema conductor

laticiferos

Figura No. 1 Organizacién general de la corteza de Hevea brasiliensis
a nivel de la muesca(? ),

El latex fresco se puede considerar un verdadero citoplas-
ma, consiste de una suspension coloidal de particulas de hule en un
suero acuoso. El contenido de hule varia de 25 a 40 por ciento, otros
constituyentes en el latex incluyen proteinas, resinas, azlcares, glu-
cOsidos, taninos, alcaloides y sales minerales, Su composicién varia
cuantitativamente cntre arboles, clones, suclos, condiciones de riego,
clima y muestras tomadas en diferentes cstaciones del ano. Estudios

analiicos han demostrado que el latex fresco contiene cerca de 1 % de



11

proteina, parte de la cual esta adsorvida en la superficie de las parti-
culas de hule, mientras que el resto esta distribuida entre la fase de
suero acuoso del latex y los cueipos lutoides ( 8 ),

Por su constitucién, el litex colectado puede ser separado
por centrifugacidn en tres fracciones principales : una capa superior
blanca de particulas de hule; un suero acuoso, que es la fuente de ma-
terial protéico, y una fraccién de fondo o sedimento que contiene las
particulas lutoides descritas por Homans y Van Gils ( 9 ).

Cosecha, -

La recolecci6n del latex se debe iniciar aproximadamente
a las once de la mafiana. La cosecha se realiza mediante el sistema
de pica 0 " sangrado ", ésta se inicia cuando el rbol ha alcanzado una
circunferencia de 50 cm; se escoge el tablero de pica o sea la seccibn
del arbol en explotacion a una altura de 1.25 metros del suelo, La in-
clinacibn del corte de pica se debera realizar en espiral descendente
de izquierda a derecha, en angulo de 30 a 35 grados con respecto a la
horizontal, de esta manera se cortaran mas tubos laticiferos que da-
ran por resultado una mayor produccion. El método de pica que hasta
ahora ha dado mejores resultados es el de semiespiral cada tercer
dia ( S2/ D/2 ). El grosor de la corteza cortada por cada pica deberd
serde 1.5 a 1.7 mm, suficiente para s<ccionar los vasos laticiferos

y verter ¢l latex,
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EL HULE.

Este importante polimero es producido por un gran nimero
de plantas, principalmente las que pertenecen a la familia Euphorbiaceae

como es el caso de Hevea brasiliensis.

Del total de materia seca, que es de un 25 a un 45 %, pre-
sente en el latex, el 90 7 consiste de polisoprenos de configuracion
" cis ", La biosintesis de hule en el tejido laticifero es la principal ruta
metabodlica involucrada en la regeneracin de litex entre dos sangrados.
La sacarosa, producto de asimilacidn fotosintética, es trans-
portada a los laticiferos, lugar de sintesis del hule, ya que es la mo-
1écula inicial de dicha sintesis ( fig. 2 ). La sacarosa es primero ca-
tabolizada por glicélisis para dar moléculas de piruvato, energia en
la forma de ATP y cofactores reductores en la forma de NAD{P)H. Las
moléculas de acetil coenzima-A producidas son anabolizadas hacia
isopentenil-pirofosfato ( IPP ) que asociadas enzimaticamente forman

grandes cadenas poliméricas de cis-polisoprenos ( 5 ) ( fig. 3 ).
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FOTOSINTEGSTIS

| Sacarosa I
| l
| I
___t__ Glucosa¢—'—Fructuosa |
I I |
GLICOLISIS | i !
i Piruvatoe———PEP '
I I
| T T T T T T
! Acetil Co-A Acidos RESPIKACION
I . Orgénicos |
NAD(P)H Pol.isolpreno&
ATP

Figura No. 2 Interrelaciones entre la degradacidn de carbohidratos y
la sintesis de hule(10 ).
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Acettl-CloA,
1= PBatu-cetu-tiolasa,
Acero-ncetil-Coa,

2= Deta- hidrovi-betu-metil-
glutaril-CoA sintetasa,

Beta- hidvoxi-veta-metil-glutaril-Cus.
(1IMG-CoA )

3= HIMG-CoA reductasa,

Acldo Mevalbnico, -

4= Mevalonato S-losfotransferasa,
5= 5-foyfomevalonatu fosfotransferasa,

Mevalonil-5-pirolosiato

6= Anhidro-descarboxilasa,

¢

lsopententl-pirolusfato, ¢ 1PP ),

7= lsomerasa,
Dimnetil- alil -pirolosfato ( DMAPI' ),

Be Polimerasa 7

Figura No. 3 Biosintesis de isoprenoides.
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PERSPECTIVA DEL HULE NATU=AL,

El hule natural, al igual que muchas otras materias primas,
constituye un producto de exportacidn importante para algunos paises
subdesarrollados ( tabla II ), que se ven en la necesidad de exportarlo
por no contar con la infraestructura adecuada que le perniita transfor-
marlo en diversos productos manufacturados; los principales consumi-
dores de hule natural son por lo tanto los paises industrializados ( 11 ).

Por otro lado, a partir de 1950, el hule sintético derivado del
petrédleo ha venido desplazando del mercado mundial al hule natural en
cuanto a sus usos finales, como son llantas, industria eléctrica,calza-
do, empaques, pinturas, etc., debido a la fuerte investigacibn encami-~
nada al desarrollo de diversas variedades sintéticas que cumplen con
ciertas caracteristicas del hule natural.

Por el efecto de la competencia entre ambas clases de hule,
el precio del hule esta més supeditado a los precios del hule sintético
y éste a su vez a los precios del petrdleo, que a sus caracteristicas par-
ticulares que anteriormente le hacian mis competitivo. Los precios del
hule natural han aumentado brutalmente de 1972 a la fecha, en que han
llegado por arriba de los precios del hule sintético, lo que tiene como
consecuencia que el porcentaje de hule natural consumido ¢n ¢l mundo

del total del hule, bajara de 61.92 9 en 1958 a 30.43 &n 1973 y que pa-
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ra 1980 ( talla III ) se continuara consumiendo grandes cantidades de -

hule sintético.( 12 ).

Tabla 11
1980
Produccibn Exportacibn neta
Ton. métricas Ton. métricas
Malasia 1,552, 245 1,483,027
Indonesia 1.020, 000 976,131
Tailandia 501, 109 456,803
Tabla III
1980
Consumo total % de hule sintético
Ton. met,
E.U. A, 2, 565, 000 77.19
Japbn 1,312,000 67.45

R, F.A, 600, 997 70.10




Otro factor que afecta la cdmpetencia entre ambas clases
de hule es el hecho de que la producciénv de hule natural, por ser un pro-
ducto agricola, este influenciada por factores externos al control;d_é? lfb,}s_
productores y a que la produccion este retrasada de cinco af‘ si‘ét»:eva‘ﬁbé,"
que es el lapso que hay que esperar para iniciar la explotacié'n del arbol,
pudiendo ocurrir durante este tiempo un cambio en las condiciones del
mercado. En contraste, el hule sintético, como producto manufacturado,
permite al productor una flexibilidad de produccidn en t€rminos cuanti-
tativos y cualitativos para poder controlar la produccién en respuesta a
las altas y bajas en la demanda y que le permite permanecer al margen
de la inestabilidad del mercado mundial, como es el caso del hule natu-
ral y otras materias primas de origen agricola.

Como respuesta a esta competencia, los productores de hule
natural han echado a andar programas extensivos de produccién y sele-
ccidn de plantas para poder aumentar la productividad cuantitativa y
cualitativamente para poder tener precios mis competitivos, pero so-
bre todo para satisfacer los requerimientos de hule para el futuro ya que
el aprovisionamiento en petroleo serad cada vez mas dificil. Asi el futu-
ro del hule natural esta garantizado, por ser éste un recurso natural

renovable y por ser una industria natural de poco consumo de energia.
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IMPORTANCIA ECONOMICA NACIONAL DEL HULE NATUGRAL. .

La superficie de Hevea brasiliensis actualmente en produc-

cibn es de 4, 300 hectdreas de las 12,435 hectéreas,plantadas (13),
distribuidas en Veracruz, Oaxaca, Tabascoy Chiapars,‘ no alcanza a
satisfacer las demandas de la industria nacional, la cual requirid en
1982 de una importacidn equivalente a 50,941 toneladas de litex de

Hevea y de hule natural que significo una fuga de divisas de aproxima-

damente 46,897, 561 délares ( 14 ): las plantaciones nacionales contri-
buyen sblo con aproximadamente un cinco por cicuto de la demanda. La
produccion por hectidrea es en promedio de una tonelada por aiio.

Es pues importante incrementar los cstudios y el apoyo
econdmico necesarios para desarrollar el cultivo del hule, al seleccio-
nar y propagar material vegetativo de alto rendimiento para cubrir las
necesidades futuras del pais.

Ademads, a nivel regional el cultivo de hule tiene gran im-

portancia econdbmica y social ya que llevea brasiliensis es uno de los

cultivos perennes mejor remunerados.



MATERIALES Y METODOS
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MATEKRIAL BIOLOGICO - el litex fué colectado de varios individuos

por cada clon de Hevea brasiliensis del Campo Experimental " El

Palmar " ( CAEPAL ), situado en el muni‘ci:ib}de Tezonapa, Ver.

CENTRIFUGACION - el latex se centri'fugéiéﬁ tubos de polialémero en

una centrifuga Beckman L.-2 H.V. en un rotor nimero 30.

DIALISIS - la muestra a dializar se colocd en tubos de dialisis de celo-
fan, con una canica adentroy se puso én un aparato de dialisis continuo
( 15 ). Dicho aparato tiene un movimiento tal que permite que la canica
se desplace dentro del saco de djilisis y éste dentro del mismo aparato,
provocando la agitacion continua de la muestra. La solucidn empleada
para provocar el fendmeno de difusidn se esta renovando constantemen-
te. El aparato esta rodeado por un tubo de enfriamiento que se alimen-

ta con un refrigerador de agua Sargent 84-890.

LIOFILIZACION - el material a secar o concentrar se colocd en un ma-
traz bola de vidrio donde ocupa aproximadamente el 10 9 de su capaci-
dad. Primero se congeld por inmersidn en acetona y hielo seco distri-
buyéndolo por rotacién en la mayor superficie posible de la bola para
que la capa congelada fuera delgada y homogénea, posteriormente se
coloco en el liofilizador ( EFF4 Modulyo Freeze Dryer, Edwards ) co-

nectado a una bomba de vacio, la temperatura de condensacion del apa-
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rato se mantuvo a ~55 °C,

DETERMINACION DE PROTEINAS - se siguié el método descrito por
Lowry ( 16 ) que emplea el rea'c.:tjiif0~“d¢'vFoiin,—Ciocalteu. Este reactivo
reacciona con las proteinas da‘rivcﬁ'lo ‘un“'é(v).lﬁplejo colorido. EI color es de-
bido a la reaccibn entre los enlaces peptidicos y el idn cﬁprico en solu-
cidn alcalina y a la reduccién del reactivo fosfomolibdico fosfotlingstico
por la tirosina y el triptofano presentes. Asi, la intensidad del color de-
penderd de la cantidad de estos aminodcidos aromaticos. La concentra-
cidn de proteina de una solucidén desconocida se estima por comparacidn

con una curva estandar de albGmina.

CROMATOGKAFIA N GEL - este método de separacion de sustancias
de acuerdo a su tamafio y forma molecular se logra por el uso de un ta-
miz molecular.
El material comercial usado para la cromatograffa fué el

Ultrogel AcA - 44 que se empacd en columnas cromatograficas de LKB-
Produkter. Para llevar a cabo la filtracion se utilizd ademés, una bom-
ba Varioperpex I, un colector de fracciones Ultrorac II, un espectro-
fotometro Uvicord Sy un registrador de dos canales ( todos LKB); es-
tos aparatos instalados, excepto el registrador, dentro de un refrigera-

dor 2203 Minicoldlab.



21

El Ultrogel AcA 44 ( 4 % de acrilamida y 4 9 de agarosa )
tiene un intervalo de fraccionamiento que va de 10,000 a 130,000 dalto-
nes, es estable en intervalos de pH 3y 10 y a temperaturas de 2° a
36°C (17 ).

Antes de empacar el gel en la columna debe ser suspendido
en agua destilada y sometido a vacio agitando esporadicamente durante
30 minutos para eliminar el aire atrapado en los poros del gel.

El volumen total del gel ( Vt ) se puede calcular multiplican-
do la altura deseada del gel por ¢l area de la misma columna, V=a.h;
un método mas preciso es medir el volumen con agua antes de empacar
con el gel la columna. El volumen de exclusién o volumen externo ( Vo)
de los geles en filtracidn, se determina al pasar por la columna, antes
de inyectar la muestra, Dextrana-azul 2,000 que tiene un peso molecu-
lar promedio de 2 X 106 daltones por lo que no penetra dentro de las
particulas de gel sino que son eluidas bajo la forma de zonas afiladas.

I.a Dextrana - azul 2,000 es un polimero de D-glucopiranosa
sintetizado a partir de sacarosa por un gran nimero de bacterias perte-
necientes a la familia Lactobacilae, al cual se le ha introducido un gru-
po cromoforo policiclico que permite observar directamente su desarro-
llo a través de la columna y juzgar la calidad del empacamiento y ho-

mogenizacion del gel.
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El volumen de elucién ( Ve ) es el volumen de’ solvente nece-
sario para la transferencia ‘deijlamu‘estra desde la entrada a la salida

de la cama del gel.

ELECTROFOKESIS EN GRADIENTE - la electroforesis en geles de po-
liacrilamida con dodecil sulfato de sodio, PAGGE-SDS, en gradiente,
produce una alta resolucion de subunidades de proteinas con un interva-
lo muy amplio de pesos molecularcs, desde 1 X 104 hasta 1 X 106 dal-
tones.

El gradiente empleado, por sus simplicidad, fué el lineal
aunque con el exponencial se pueden separar proteinas con un intervalo
mds amplio de pesos moleculares. Para producir el gradiente se colo-
can las soluciones concentrada y diluida en el aparato formador de
LKB (18 ).

Los geles de poliacrilamida tienen un gradiente continuo de
concentracion ascendente de acrilamida y por lo tanto decreciente en el
tamafio de los poros, cuyos limites sén cinco y quitnice por ciento, que
se preparan al mezclar los siguientes reactivos en las cantidades ano-

tadas :



23

‘Mezcla de acrilamida SRA 15 %
solucion madre de acrilamida 6.6 ml 20.0 ml
amortiguador del gel de reso-
lucio6n 5.0 " 5.0 "
SDS al 10 9 0.4 " 0.4 "
Persulfato de amonio al 1.5 % 0.93 " 0.93 "
agua 27.0 " 10.0 "
sacarosa ( 6.0 g ) - 3.33 "
TEMED 13.3 ul 13.3 ul

Solucidn madre de acrilamida- se prepard con 30 gramos de

acrilamida y 0.8 gramos de bis- acrilamida en un volumen total de 100
ml de agua. En los resultados,la concentracion de acrilamida y bis-acri
lamida ( AbA )se utiliza como % de T( 19 ).

El tamafo efectivo del poro esta grandemente influenciado
por la concentracidn total de acrilamida en la mezcla de polimerizacién
y la presencia de bis-acrilamida hace que la gelificacidn ocurra entre
grandes cadenas de polimeros que se entrecruzan a intervalos para for-
mar enlaces covalentes.

Sistema amortiguador discontinuo- es el que emplea diferen-

te composicidn y pll cntre el amortiguador del gel de resolucién y el de
electrodos
Amortiguador del gel de resolucién. ~ Tris-HC1 3.0 M; pH=8.8 .

Amortiguador de clectrodos. - ‘T'ris 0.025 M, Glicina 1.92 M;
prH=s.3;

en este sistema la muestra se coloca sobre un gel concentrador de po-
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ros grandes, polimerizado encima del gel de resolucién y tiene la ven-
taja de que se pueden aplicar grandes volamenes de muestra y se obtie-
ne una buena resolucion de los componentes de la misma.

Sistema persulfato de amonio-TEMED - la pelimerizacion

es acelerada en presencia de estos catalizadores; el TEMED cataliza
la formacién de radicales libres del persulfato y éstos a su vez inician
la polimerizacidn.

Sacarosa- le da estabilidad al gradiente ya que "' amortigua "
las corrientes de conveccidn que se forman durante la polimerizacion.

Gel concentrador- los reactivos utilizados para este gel son

los siguientes :

m1l de solucidn

solucién madre de acrilamida 2.5
amortiguador del gel concentrador 5.0
persulfato de amonio al 1.5 § 1.0
SDS al 10 9 0.2
agua 11.3
TEMED 0.015

Amoriguador del gel concentrador. - Tris-HC10.5 M; pH=6.8

Sistema amortiguador disociante -~ sistema disefiado para

disociar proteinas en sus subunidades polipeptidicas individuales. El
agente disociante méas comunmente usado c¢s el detergente iénico SDS.

La mezcla protéicu se disuelve en ¢l amortiguador de la mues
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tra - Tris~-HC10.0625 M; pll=6.8 -'y es desnaturalizada calentando a
100 °C durante dos minutos con uﬁ exceso de SDS y de un agente reduc-
tor tidlico como el 2-Mercaptoetanol para romper las uniones disulfuro.
La mayoria de los polipéptidos unen SDS e‘n una relacion de peso cons-
tante de 1.4 g de SDS por gramo de polipéptido; queda asi una densidad
de carga idéntica en el complejo. Dicho complejo migra en los geles de
poliacrilamida de porosidad correcta estrictamente por su tamafio mo-
lecular debido a que su carga cléctrica es idéntica por la presencia del
SDS. La solucion de la muestra contiene también azul de bromofenol
como indicador frontal de la electroforesis y sacarosa para que la mues
tra permanezca en el fondo del pozo del gel concentrador al ser colocada.
Para formar el gradiente del gel de poliacrilamida se siguid el método

descrito por lames, B. ( 20 ).

DENSITOMETRO { LKB 2202 Ultroscan Laser Densitometer ) - este mé-
todo ha sido utilizado con el fin de Vlsuahzar, registrar y evaluar los
resultados electroforéticos cuantltatway semicuantitativamente. Para
distinguir entre el nimero é’int.e‘héic;lad de las bandas se utiliza como
fuente de luz un rayo laser de HeNe fino, intenso y monocromatico, su
longitud de onda es de 633 nm que puede penetrar en las bandas de pro-
teina densamente tefiidas para ser medidas con exactitud por un fotode-

tector y registradas en un graficador,
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VEl l‘étex de los clones IAN-710, GV-3ly GV-42 se trabajo
bajo laS»mismas condiciones experimentales. Se recolectd aproximada-
mente a las once de la maifiana, 1 litro de cada uno, en recipientes per-
fectanﬂéntc’a limpios y se trasladd al Instituto de Qufmiéade 1a UNAM en
botellas de vidrio dentro de termos con hielo, sin cohgelar y sin afadir
ninglin anticoagulante, a donde llegd 24 horas después de haber sido co-
lectado.

El latex sc centrifugd durante 50 minutos a 74,000 x g, a
una temperatura promedio de 8 °C ; se separd en las siguientes fraccio
nes( fig. 4 ) ;

a) una capa superior, con conSJSLencla sohda de color blanco
marfil correspondiente al hule,

b) adherida a ésta sc encuentra una capa dc,lgada de color ana-
ranjado.

c) solucidn semitransparente que corresponde al suero.
d) residuo sélido que queda en el fondo del tubo.

El hule se retird y el suero se decantd o se sepaijé cdn una
pipeta Pasteur para centrifugarlo de nuevo bajo las misr.nva,s;condiciones.
En algunos casos se centrifugd mas de dos veces_coh:&elfffr:]v cde obtener
el suero libre, o casi libre, de particulas de hule y de las porciones
by d,

El suero de cada clon s¢ congeld y liofilizd, posteriormente

se le determind proteinas por el método de Lowry.
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Figura No. 4 ZONAS DEL LATEX OBTENIDAS DESPUES DE CENTRIFUGAR,

El suero liofilizado se sometié a cromatografia de permea-
ci6n en Ultrogel AcA 44. Las muestras se reconstituyeron con el amor-
tiguador Clarck and Lubs, pl16.9( 21 ), que se utilizd también para es-
tabilizar y calibrar la columna y para llevar a cabo la cromatografia.
La concentracion de las muestras fué de 70 mg/ml ( ya que nos intere-
zaba obtener de cada f:;‘acciéll una ca‘htrit:féd_‘S,ﬁficiente para los siguien-
tes experimentos, mas que la ca].idé'd de‘“la separacion entre las fraccio
nes ), las cuales se filtraron por celita para eliminar el material inso-
luble.

Cada muestra filtrada se introdujo a una columna cromato-
grafica de las sigulentes dimensiones : Area = 5.3 cmz ; Altura =100

¢m y Volumen total = 530 cma. 51 volumen ocupado por el gel en la
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columna fué 421.4 fcm’s. 'La velocidad del 'fiujo fué de 0.327 ml/miny
el volumen dev‘c'éd»a 'tﬁbbcolecté&c) correspondié a 6.1 ml; la temperatu-
ra se mantuvo a 10 °C. La absorvancia del eluyente se leyo a 206 nm
mediante un espectrofotémetro acoplado a un registrador. El rango de
absorvancia utilizado fué de dos y la velocidad del papel se fijo a 0.5
mm/min . Para obtener el volumen de exclusion la columna se calibré
con Dextrana - azul a una concentracibn de 2. 3 mg/ml; el Vo fué de
164.7 ml.

Los tubos o fracciones obtenidos de cada clon se dividieron
y reunieron en cinco partes: I, II, III,IV y V, numerandose por orden
de elucion. La separacion se hizo aproximadamente igual para los tres
clones con base en la absorbancia del eluyente y a un volumen determi-
nado ( figs. 5, 6y 7).

Cierto volumen de las fracciones se dializ6 contra agua des-
tilada durante 18 hrs a 4 °C, con un flujo constante de intercambio de
agua destilada y con agitacion continua. Posteriormente se congelaron
y liofilizaron. A las tres fracciones no dializadas se les determiné pro-
teinas por el método ya mencionado.

Para una comparacion preliminar de la variabilidad protei-
nica en el latex de los clones, el suero total de cada clon se separd por

electroforesis ( PAGGE )-SDS en geles de acrilamida con un gradiente
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Figura No. 5 FRACCIONES
Separacibn por filtracidn en gel AcA 44 de IAN-710; el volumen ( ml) correspondiente a cada fraccion es la
siguiente: 1=61; 1 <85.4; 1 =67.1;1IV=79.1y V =67,1. El Ve fué de 487.0 ml.

62



Absoreion

2.0
cv-31
) =200
nny
1.0
1 v
il
1l v
U 50 10 50 60 70 50 >
IFracciones
[-oo-22-31-4 oo U2 A0 e men |1 IOORP IR S I (SRS TSNP I NS & R

Figura No, 6 F'RACCIONES
Separacidn por filtracién en gel AcA 44 de GV-31 ; el volumen ( ml ) correspondiente a cada fracci6n es la si-
guiente : 1=61; L =91.5;11=67,1;IV=67,1yV=54.9. El Ve fué de 569. 6 ml.
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Sepuaracion por filtracion en gel AcA 44 de GV-42; el volumen ( ml ) correspondiente a cada fraccién fué la
sigulente ; 1=61; 1 =85.4; 1=67.1;V=79.1y V =54.9 . El Ve fué de 475.8 ml.
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de 5 a 15 . Dado que las muestras no presentan el mismo contenido
de proteinas, se ajustd igualando la concentracion de proteinas de cada
clén: IAN-710, 10 mg/0.5 ml; GV-31, 12 mg/0.5 mly GV-42,14mg/
0.5 ml. Las condiciones del corrimiento fueron 80 miliamperes cons-
tantes, de 0.2 a 0.6 kilovoltios y una temperatura de 15 °C.

Sin embargo, la mayoria de los experimentos se hicieron con
las fracciones 1, II y III de cada cloén en PAGGE-SDS. El gradiente for-
mado fué también de 5 a 15 %, ( posteriormente se encontrd que el gra-
diente Optimo para la fraccion Iesde4 a9 %y paralallde8 a1l5 %)
y las condiciones de corrimiento fueron las mismas. Las mejores con-
centraciones encontradas para cada fraccion fueron 7 mg/0.4 ml para
lal; 8 mg/0.4 ml parala Il y 6 mg/0.3 ml para la III. El volumen to-
tal colocado en el gel fué de 20 a 25 ul de cada una.

Para el analisis de variacion electroforética los resultados
se interpretaron a partir de los registros densitométricos, ya que con
este método se pueden detectar desde bandas intensamente teilidas has-
ta las poco tefiidas, asi como distinguir entre una banda y otra.

Los datos también se compararon por métodos estadisticos :
andlisis de varianza para un arreglo experimental doble, en el que se
utilizo el paquete estadistico de la calculadora programable Hewlett-

Packard ( HP-97 ), con el fin de evaluar la variacion protefnica entre
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IAN-710, GV-31 y GV-42y alavezla variaci6n interna de ce;da clon
debida a la longitud de los geles. |

Posteriormente, para evaiuar el error experimental dentro
de cada clon en geles distintos se obtuvieron diferentes medidas de dis-
persion : desviacion estandar, coeficiente de variacidn, error estindar

medio y sesgo.
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ELECTROFOKESIS DE PROTEINAS TOTALES,

Los resultados de las electroforesis ( PAGGE-SDS ) de las
proteinas totales del suero dializado se muestran en la fotografia No. 1,
donde aparecen los tres clones con un gran nidmero de bandas protomé-

ricas bien separadas.

Los geles con los patrones electroforéticos de IAN-710 y
GV-31 se leyeron en un densitdmetro laser donde se obtuvieron los tras: .
zos de la figura 8. Aqui se observd un nimero considerable de bandas,
aproximadamente 40, bien definidas aunque en algunas regiones no muy
facilmente discernibles una de otra.

Debido a la complejidad de las muestras totales y para obte-
ner una mejor resolucion, se procesod el suero total que se fracciond de_s_
pués de pasarlo por permeacion cn gel ( ver seccion de Materiales y

Métodos ).

ELECTROFORKESIS DE LAS FKACCIONES .

En las fotografias 2, 3, 4y 5 se muestran los patrones
electroforéticos de las fracciones I, Ily III de los clones estudiados.
Estas fracciones se corrieron varias veces, no menos de seis, en di-

versos geles, obteniéndose a simple vista :



a) resultados muy similares entre la misma fraccién de diver-
sos clones corridos dentro del mismo gel.

b) resultados idénticos para la misma fraccién de un clén den-
tro del mismo gel.

F

c) resultados muy parecidos al comparar la misma fraccion en
diversos geles.

Para tener una interpretacidn menos sujeta a error visual,
los resultados se compararon por medio de los registros densitométri-
cos de las fracciones I, Il y Il de los tres clones. Los trazos de cada
fraccion se calcaron fielmente a un mismo, papel con ¢l traslape nece-
sario para observar la coincidencia de las bandas.

Fraccidn I - en la figura 9 se puede observar cualitativamente que
en general no hay diferencia en el nimero y posicion de las bandas en
esta fraccidn en los tres clones. Solo se observa diferencia en la altura
de los picos, 0 sea de la concentracion de cada banda o componente
protomérico. La altura relativa se mantuvo sensiblemente constante
dentro de los tres clones. Las bandas rnds concentradas fueron las mis-
mas en los tres clones.

En el caso de GV-31, el pico sefialado con una flecha verti-
cal aparecio claramente en los dos registros densitométricos, en GV-
42 no aparecid. En IAN 710 el pico sefialado con una flecha horizontal
queda intermedio entre el pico sefialada en GV-31 y el pico anterior.

Crecmos con ciero grado de incertidumbre que dicha diferencia en la
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fraccion 1 pudiera servir para distinguir a los clones entre si.

Fraccion II - también estas fracciones presentaron un buen nimero

de componentes protoméricos en su patrén electroforético, Los tres clo-
nes mostraron patrones idénticos entre si bajo las mismas condiciones
empleadas, sin embargo el patrdon de GV-31 muestra una mejor resolu-
ciobn y mayor intensidad de las bandas ( fig. 10 ).

Fraccion III - podemos observar en la figura 11 que el patron elec-

troforético entre IAN-710 y GV-31 es idéntico, aunque el primero mues-

tra mayor intensidad en sus componentes polipeptidicos.

o
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1, Patrdn electroforético de las proteinas totales
de diferentes clones de Hevea brasiliensis( *
Estdndares ). Electroforesis vertical discon-
tinua en gradiente de 5-15 9 de poliacrilamida

Rofer de electrodos Tris-glicina 0.025 M, pH
s.3.condDS al 0.1 %, 80 mA a 15 °C
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Figura No. 8 La complejidad de la muestra de proteina total se obser-
va por la multiplicidad de protdmeros obtenidos de IAN-
710 ( B )y GV-31 ( A ). Cada muestra contiene 200 pug de
proteina.
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2. Patrdn electroforético de la fraccion I obtenida por fil- 3. Patron clectroforético de las fracciones Iy III obteni-
tracion en Ultrogel AcA 44 de los clongs GV-31, IAN-710 das por filtracién, de los cloncs GV-31, IAN-710y GV-
y GV-42. [Los nimeros de la izquierda corresponden a 42. Las condiciones clectroforéticas son las mismas dc
los pesos moleculares de algunos protdmeros ( * estan- la fotografia 1.

dares ). Las condiciones electroforéticas son las mismas
de la fotografia 1.



5, Patron electrofotético de la fraccion IlI de los tres clones
y de las tres fracciones ( I, Iy IIl ) de IAN-710 ( * Estan
dares ). Las condiciones electroforéticas son las mismas
de la fotografia 1.
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Figura No. 11 Comparacifn de los patrones electroforéticos de la
fraccion 1l de IAN-710 y GV-31.
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El analisis de los datos se hizo con los pesos moleculares
de algunas bandas que fueron escogidas por su intensidad y /o resolucibn,
de las fracciones I, Il y III en tres geles: 12.8, 13.1y 14.0 cm de lon-
gitud.

Para calcular el peso molecular de cada banda se necesitd
primero obtener una curva patrén con proteinas de PM éonocido; para
lo cual se calculd la distribucibn del gradiente de acrilamida en cada gel
( tabla IV ), se midi6 la distancia emigrada por cada proteina estandar
y su correspondiente porcentaje de acrilamida alcanzado ( fig, 12 ).

Posteriormente se trazé el log del PM de los estandares
contra el logyy del % de T. La linea obtenida se ajustd por regresion
( fig. 13 ).

En la gréafica de la figura 14 se demuestra la linearidad del
gradiente para uno de los geles.

En la tabla V se puede observar los pesos moleculares esti-
mados a partir de la curva de calibracidn para las bandas escogidas de
la fraccion I, II y III. El intervalo de PM de las diferentes fracciones
va de 105,000 a 19,000 en la I; de 67,000 a 16,000 en la Il y de 32,000
a 16,000 en la III aproximadamente.

El andlisis de varianza se hizo con los resultados obtenidos

en la tabla VI con el fin de comparar la variabilidad proteinica presente
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entre los tres clones, ya observada en los registros densitométricos y
en los geles mismos, Al mismo tiempo se estimé la variabilidad elec-
troforética dentro de los clones.

La tabla VII presenta las F calculadas de las fracciones Iy
II tanto para los distintos clones como para los geles. Dado que la F de
tablas para ambas fracciones y parametros e¢s de 6.94 para un nivel de
significancia de 0.05, podemos observar que entre clones no hay una
diferencia cstadisticamente significativa en las bandas escogidas, excep
to en la 4 de la fraccidn II, pero al comparar los clones en los distintos
geles, es decir en cuanto a la variabilidad electroforética intraclonal,
en cuatro bandas de la fraccion 1y en dos de la Il la diferencia si es’
estadisticamente significativa.

En la tabla VIII se obtuvieron diferentes medidas de disper-

si6én para las bandas 1, 2, 3 y 5 de cada clon en los tres geles.



Tabla IV

Distribuci6n de la acrilamida ( % ) a través de geles en gradiente
lineal de 5-15 4.

L.G. 1 12,8 13.1 14.0
Cm % de Acrilarnida
0 5.62 | 5.08 5.06
1 6. 40 5.84 5.77
2 7.19 6.60 6.48
3 7.97 7.37 7.19
4 8.75 8.13 7.90
5 9.53 8.89 8. 61
6 10. 31 9,66 9.32
7 11. 09 10,42 10.03
8 1,87 11.18 10.74
9 12,66 11,95 11.46
10 13,44 12.71 12.16
1 14,22 13.47 12.87
12 15.00 14.24 13.58
13 15.00 14,29
14 ' 15.00
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Figura No. 12 Relacibn entre la distancia emigrada y la concentracifn
de polfacrilamida alcanzada por los estdndares en un --
gel de 14 em y yradiente de 5 - 15 9. (1 ) l{sosima, ---

( 2) B-lactoglobulina, (3 ) tripsinbgeno, ( 4 ) pepsina, -
(S )ovoalthiminay (6 ) albimina de huevo.
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Flgura No. 13 Curva de callbracion del log ,y del PM de polipéptidos
contra el log (g del ¥ de T para difcrentes geles con -
gradiente lineal de 5 - 15 %. Los estdndares utilizados
fueron: 1 = lisozima ( 14, 300 ), 2 = B-lactoglobulina (
18,400 ), 3 = tripsindgeno ( 24,000 ), 4 = pepsina ( 34,
700 ), 5 = ovoalbiimina ( 45,000 ) y 6 = albamina de
vinoi( 66,000 ). L.os coeficicntes de determinacion ( r
fueronde 0.97 para log geles de 14 (A)y de 13.1 (w )
y de 0,98 para el de 12,8 (@) cm de longitud,
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Figura No. ¥ El trazo obtenido demuestra la linearidad del
gradiente de 5 - 15 de un gel de 13.1 em.
Bl trazo se obtuvo utilizando los estdndares
con respecto a la alblmina,



Pesos moleculares estimados para las bandas oscogidas de la fraccion 1, Il

Tabla V

y Il de GV-31, IAN-710 y GV-42 en geles de tamafio diferente.

banda
clén No 12,8 cm 13,1 em 14.0cm
cv-31 1 103, 370 102, 681 98, 917
1 2 78,082 76, 180 75, 282
3 56,817 52,792 52,943
4 43,082 39, 405 40,293
5 20,918 25,123 25,549
6 19, 345 18,866 19,543
IAN 1 105, 159 102, 681 95,708
1 2 79, 305 74,977 73,457
3 56,817 52,077 52,217
- 4 43,082 39, 405 40,077
5 26,803 25,391 25,006
6 19, 345 18,861 19,414
oV-42 1 101, 624 101, 984 95, 708
1 2 79, 305 76, 180 73,457
3 56,027 52,473 51,540
4 43,082 39,405 38, 806
5 26, 689 25,123 - 25,006
6 19, 345 14,866 19,414
Gv-31 1 67, 887 68, 460 66, 289
| 2 55, 206 55,038 52,943
3 35, 945 39, 385 1 34,775
4 22, 233 22,289 i 21,565
5 21,056 21,122 ‘ 19,808
6 16, 585 16,411 15,722
i
| |
IAN 1 67,939 | 71, 645 ; 68,190
i} 2 55,507 | 56, 603 ! 53, 637
3 36, 394 : 36, 557 i 34,775
4 22,372 i 22,289 ': 21, 289
5 21,056 20,930 i 19,606
6 16,419 16,573 { 15,722

S0
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Gv-42
u

GV-3l1

IAN
u

GV-42
13
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G RS = S A -

W -

66,891

54,439

35, 945
22, 476
21, 286
16, 254

32,973
19, 587
16,637

32,973
19, 894
16, 898

32,973
20, 206
16,898

69, 506
57,424
35, 654
22,767
21,346
16,573

32,900
20,168
16,842

32, 900
20,168
16,842

65,877
53, 637
34,775
21,565
19, 808
15,578

51



Tabla V1

P

Pesos moleculares de las bandas escogidas de las fraccliones 1y Il relativos al pe
so molecular de una de las bandas de cada clény fraccibn.

| 12,8 cm 13.1 cm 14.0 cm
" banda |
fraccién’ No |31 | IAN| 42 |81 | IAN| 42 | 31 | IAN| 42
1 | 1 |240f 244 2.36| 2.61} 261} 2,59 2.45| 2.39] 2.47
2 | 181 1.84] 1.84] 1.93] 1.90|1.93 1.87| 1.83) 1.89|
3 | 1.32] 1.32) 1.30] 1.34] 1.32/1,33] 1.31) 130 1.33
4 |10]l10|1o0{10]2.0(1.0}{ L0} LOJ|LO
s | 0.62] 0.62) 0.62] 0.64] 0.64] 0.64| 0.63 0.67 0.64
6 | 0.45[ 0.45] 0.45 0.48' 0.47| 0.48| 0.48| 0.48 0.50
I 1 | Lol 1.87] 1.86] 1.93 1.96] 1.95| 1.91] 1.96 1.89]
2 | 1.54| 1.53} L.51 1.56} 1.55| 1.61] 1.52| 1.54 1.54;
3 10| 10ol10]| 1L0jL0}L0 ][ Lo} 1O 1.0!
4 |o.62] 0.61] 0.63 0.63.' 0.61] 0.64] 0.62] 0.6 0.62|
s 10,59 0.58) 0.59 o.oof 0.57| 0.60| 0.57| 0.5§ 0.57
6 | 0.46] 0.45] 0.45] 0.46 0.45! 0.45 0.45' 0.43 0.45|
H
{
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rpanaa -1
No, A 1 2
fuente
variaciég GL} S.C, F.cal S.C, F.cal S.C. F.cal S.C, F.cal S,C, F,cal .
b -4 - -3
geles |2 10.07 21,14 D01 14.42 5.5 x10 1.43 6.0x 10 4 9.0 2,1x10 24.25
; -4 - - -5 -
clones |2 12,6 x10 0,08 1,3x 10 3 1.58 1.5 x 10 4 0.40 6.6 x 10 1.0 1.5x10 4 1.75
- -4 -4 -
error |4 D.01 1,7x 10 8 7.7x10 1.3x 10 l.7x104
-3 -4 -3
_total 8 0.08 0,02 1.4x 10 .0x 10 2.4 x 10
“banda
No B 1 ( 2 4
fuente
variaciéq GL} S,C, F,cal S.C. F.cal S.C. F.cal S.C, F, cal S,.C, F,cal-
; - -4 -
geles 12 lo.01 775 3.8x103] 3.33 lsx10’*| 2.8 losxi07t| 105 |28x107¢] 153
- - -4 - . -
clones | 2 [Lax10°| 131 [3sx107 0.2 bo2xw0f| 12 lssx10| 62 lsxwt| o2
-3 -3 -4 v -4 -4
error 4 {2.1x10 2.4x10 1.1 x10 1.7x10 3.7x10
-4 - -
total 8 p.Ol .01 .8 x10 1,6 x 10 3 8.2x10 4
Tabla VII
Resultados del andlisis de varianza para las bandas de la fracci6bn 1{ A )y 11 ( B ) de IAN-710, GV-31 y
GV-42y en geles de diferente tamafio : 12,813,1y 14 cm (< =0.05; F tab, =4,96) .
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Tabla VIl

S cv EEM SESGO
‘banda ‘ oy
No, 31 EAN 42 31 JIANj 42 |31 |JAN | 42| 31 JIAN | 42 | 31 |IAN | 42
1 2,49 | 2.48 | 2,471 0.09| 0.09 { 0.09]3.57 {3.79 |3.81]0.05(0.05 | 0.050.08{0.09 {0.08
2 1,87} 1.86)1.89/ 0.05{ 0,03 ] 0.04]2.61]1,67 | 1,96/0.03] 0.02} 0.020.04}0.03 !0.03
3 1.3211.31 11,32 0.01] 0.01 0.0 (1.07 {0.71 | 1.07]| 0.01/0.01 | 0.01{ 0.01{0.01 [0.01
S 0,63 10.63|0.64}0.01{0,01 |0.0 |1.03|1,03 | 0.0 D.O1 {0.01]|0.0 {0.01{0.01 [0.0
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CONCLUSIONIS
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El latex de cada clon fué colectado de varios individuos con
el fin de contar con una muestra representativa del genoma de la pobla-

ciOn total.

Con los patrones electroforéticos obtenidos de los tres clo-

nes de Hevea brasiliensis y analizados tanto por densitometria como

por métodos estadisticos podemos observar que no hay una variacion
genética significativa entre estas poblaciones, en cuanto al contenido
proteinico en el latex.

Con el analisis de varianza confirmamos ciue las bandas com-
paradas de cada fraccién de los tres clones correspondian al mismo pro-
tbmero y que las diferencias encontradas al compararlas entre geles
distintos se debid precisamente a la longitud de cada gel, ya que ésta
influye en la distribucidn del gradiente, la que a su vez determina la
distancia emigrada por cada protdmero.

En conclusion, no se encontrd la relacibn esperada entre
los clones de diferente nivel de produccitn de hule y un patrén electro-
forético caracteristico de cada clon de las proteinas que se encuentran
en los vasos laticiferos y que son las que aseguran la transformacibn
de la sacarosa a hule.

La diferencia sefialada en la fraccidn [ ( ver resultados )

quizas pueda servir como punto de partida para otros trabajos enfoca-
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dos al estudio de la caracterizacion de estos clones.

El método de electroforesis, tal y como se utilizd en este
trabajo nos did poca informacidn para poder discriminar entre poblacio-
nes de una misma especie; sin embargo se han reportado ( 22 ) algu-
nos patrones electroforéticos caracteristicos de diferentes clones para
poner en evidencia distintas actividades enzimaticas en el latex de

Hevea brasiliensis . Dichos estudios destacan al clén IAN-717, seleccio-

nado en Brasil, como el que presenta el electroforegrama mas rico, en
cuanto al nimero e intensidad de las bandas, en comparacién con clones
de origen asiatico.

También ha sido posible caracterizar a los clones a través
de varias caracteristicas fisioldgicas y de establecer una relacion en-
tre éstas y la produccidn de hule para cada cldn estudiado ( 23 ) (24 )
(25).

El conocimiento de estos parametros y el estudio de iso-en__
zimas presentes en el latex por métodos electroforéticos podran ayu-
dar a definir criterios biologicos (tiles para establecer una tipologia de
los clones con més alta produccibn para utilizarla en los programas de

selecciOn y mejoramiento genético de Hevea brasiliensis .
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