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Estandarizacion de la técnica de SSCP
en palma de aceite

Notas del Director de Biotecnologia

Una de las principales estrategias de la investigacion en mejoramiento
de palma de aceite de Cenipalma es la introduccion de nuevas
metodologias que apoyen al programa de mejoramiento, en particular
la fase de seleccién.

Desde hace varios aiios, el Laboratorio de Caracterizacién Molecular
(LCM) y, recientemente, la Division de Biotecnologia han introducido
herramientas moleculares que permiten, entre otros aspectos, realizar
caracterizaciones de diversidad y generar informacién de utilidad
para la definicion de cruces de materiales.

Aunque la estrategia ha sido parcialmente exitosa, es necesario
introducir otras técnicas que incrementen la sensibilidad de algunos
analisis y, de esta manera, apoyar al programa de fitomejoramiento.

En el presente articulo se reportan los detalles de la estandarizacion
de la técnica conocida como Anélisis de polimorfismos en la
conformacion del ADN de hebra sencilla (SSCP, por su sigla en inglés)
en palma de aceite.

Pedro Jestis Rocha Salavarrieta, Ph.D.
Director de la Division de Biotecnologia
Cenipalma

Introduccion

El cultivo de la palma de aceite, Elaeis guineensis Jacq., se encuentra
adaptado y consolidado en Asia, especificamente en Malasia e Indonesia,
mientras que en América Latina, en particular en Colombia, el cultivo de
esta especie se encuentra en plena expansion. Sin embargo, las diferentes
condiciones medioambientales de cada una de las zonas palmeras
colombianas y la presencia de problemas asociados con plagas y
enfermedades hacen que el desarrollo del cultivo tenga que basarse en
la generacion de nuevos materiales (Rocha et al. 2007).

Las caracteristicas genéticas, la distribucion heterogénea de las regiones
en donde se siembra la palma y los diferentes manejos agronomicos
realizados al cultivo, pueden ocasionar variaciones en el rendimiento de
un mismo material genético. Por tanto, es necesario generar materiales
adaptados a las diversas condiciones en las regiones palmeras
colombianas (Rey et al., 2004; Rocha et al. 2006). Para ello, es fundamen-
tal realizar una caracterizacion minuciosa del material genético disponible,
que incluya los ambitos morfoagrondmico, bioquimico y molecular, con
el objeto de conocer caracteres de interés que puedan ser aprovechados
mediante la generacién de variedades mejoradas.

Siguiendo esta estrategia, Cenipalma inicio prospecciones y colectas de
material genético de E. guineensis (Rey et al. 2004), con el fin de mantener
buena parte de la variabilidad genética, para ser utilizada en el programa
de fitomejoramiento. Adicionalmente, fortalecid la investigacion en
marcadores moleculares (Rocha, 2003) e introdujo nuevas metodologias
(Rocha, 2008). Toda la estrategia enfocada, en dltimas, a mejorar la
competitividad del sector palmicultor colombiano.

Estudios previos se han enfocado en determinar la variabilidad genética
de algunos de los materiales comerciales disponibles actualmente en
Colombia mediante el empleo de marcadores moleculares tipo
microsatélite (SSR; Rocha, 2003). En el 2006, 40 materiales comerciales
fueron evaluados, mediante SSR, con diez combinaciones de cebadores,
encontrandose una alta similitud entre materiales provenientes de las
diferentes casas comerciales, de tal manera gue no se observo una clara
diferenciacion entre los individuos analizados (Rocha y Suarez, 2006).
Por esta razdn, fue necesario explorar y adaptar otras metodologias
utilizadas en estudios de diversidad genética que permitieran caracterizar
este tipo de materiales, que si bien son distribuidos por diferentes casas
comerciales, debieran presentar regiones muy conservadas dentro de
sus genomas como producto del mejoramiento recurrente realizado con
ejemplares que presentan la misma base genética.
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Revision de la tecnica

EI ADN esta constituido por una doble hélice (double strand DNA, dsDNA)
que puede ser desnaturalizada mediante métodos fisicos o quimicos en
dos cadenas (hebras) individuales (conocidas como single strand DNA,
ssDNA). La doble hélice en conjunto y sus cadenas individualizadas tienen
compartamientos fisicoquimicos distintos. En consecuencia, es posible
generar metodologias que permitan detectar tales diferencias y comparar
individuos can base en las mismas.

La técnica de SSCP (traducida como andlisis de polimorfismos en la
conformacion del ADN de hebra sencilla) permite identificar rapidamente
fragmentos de ADN del mismo tamaiio, pero con variaciones en su
secuencia, mediante la separacian de la doble cadena del ADN en un gel
no desnaturalizante, La migracion de la molécula de ADN de cadena
sencilla en el gel esta determinada por su estructura secundaria y su peso
molecular (Lopes et al. 2001). Asi, es posible detectar variaciones tan
pequefias como una mutacién puntual en amplicones (bandas) obtenidos
de una variedad de secuencias de origen gendmico 6 de ADN
complementario (ADNc) (Hayashi, 1991).

SSCP ofrece una alternativa viable para la caracterizacion de la variabilidad
genética, al permitir la deteccidén de mutaciones puntuales dentro de la
molécula de ADN. Las mutaciones, ocasionadas por la alteracidn en la
secuencia de nucleétidos, generan el reacomodamiento de la estructura
secundaria del ADN. Las diferencias en dicha estructura se pueden medir
mediante la deteccion de cambios en la migracion electroforética a través
del gel 0 la matriz de separacion (Sambrook y Russell, 2001).

Diferentes investigadores han utilizado la técnica de SSCP para la
deteccion de polimorfismos. Lopes et al. (2001) afirman que con la
técnica de SSCP, que emplea la matriz MDE® (mutation detection
enhancement), se pueden detectar facilmente diferencias en las
secuencias de un par de alelos, lo que permite considerarla como una
herramienta potencial para la identificacion de polimorfismos de
nucledtidos individuales (conocidos coma SNP, por sus siglas en inglés).
Segn Bertin et al. (2005), SSCP-SNP es un sistema de marcadores co-
dominantes basados en la deteccion de polimorfismos en un gel, presenta
el mismo potencial maltiple que los marcadores SSR y es aplicable a
todos los organismos. De igual manera, Bertin et al. (2005) mencionaron
que la técnica de SSCP permite la identificacion de SNP de acuerdo con
la movilidad del ADN desnaturalizado en el gel, donde la separacion de
las bandas se da en funcion al tamaiio (pb) y conformacién de la molécula.
Mediante SSCP es posible identificar el tipo de polimorfismo una vez
establecidos los patrones de migracion diferencial, donde los fragmentos
criticos se pueden secuenciar para detectar la posicion y el nuimero de
polimorfismos en la secuencia. De esta manera, se puede evitar la
secuenciacion redundante y se puede estimar |a frecuencia de SNP dentro
de una secuencia de ADN especifica (Lopes et al., 2001).

Algunos autores han seleccionado esta metodologia para la deteccién
de mutaciones puntuales. Anderson et al. (2006), mediante el andlisis
de SSCP, estudiaron fragmentos de los genes flaB, ospA, and ospC de
B. burgdorferi para evaluar la presencia de inserciones y deleciones. En
su analisis, agruparon las muestras de acuerdo con la similitud presentada
en el patrdn de bandeo, donde cada patrdn (inico designé un tipo de
SSCP. Para identificar y confirmar los polimorfismos asociados con cada
tipo de SSCP, aislaron y secuenciaron en ambas direcciones al menos
dos hebras representantes de cada variante, encontrando correspondencia
en los resultados obtenidos por secuenciacién.

Diversos estudios han generado marcadores moleculares a partir de EST
(Expressed Sequence Tags) para andlisis de diversidad, como el caso
de Mariac et al. (2006), quienes analizaron 25 marcadores microsatélites
generados a partir de EST disponibles en la base de datos del GenBank,
con el propésito de estudiar la diversidad genética de 46 accesiones

ilvestres y 421 cultivadas de Pennisetum glaucum [L.] R.Br. procedentes

silvestres y 421 cultivadas de Pennisetum glaucum [L.] R.Br. procedentes
de Nigeria. Asi mismo, Bertin et al. (2005) desarrollaron un sistema de
marcadores llamado SSCP-SNP utilizando secuencias genomicas de arroz
para, inicialmente, predecir los limites de intron-exén en EST y disefar
cebadores para amplificar regiones especificas del genoma de P. glaucum.

Por lo anterior, se considerd pertinente implementar la técnica de SSCP
como apoyo al Programa de Fitomejoramiento de Cenipalma. Asi, en este
Ceniavances se presentan los detalles metodoldgicos de la aptimizacion
de la metodologia de SSCP con la que se caracterizaron parcialmente 40
materiales comerciales de E. guineensis.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se colectaron dos foliolos de 36 palmas Elaeis guineensis, correspondientes
a 13 casas comerciales, asi como 13 materiales Elaeis oleifera y 4 hibridos
interespecificos 0xG, utilizados como contral. En total, 53 individuos
fueran analizados. Cada material colectado fue empacado en bolsas de
papel previamente rotuladas y transportado desde el Campo Experimental
Palmar de La Vizcaina (Barrancabermeja) hasta el Laboratorio de Caracte-
rizacién Molecular (LCM, Bogota). Los foliolos se conservaron en el ultra-
congelador (-70°C) hasta su procesamiento. Cada material se identifico
con un codigo de acuerdo con el consecutivo de la base de datos del LCM.

Para la obtencién del ADN y la amplificacion de fragmentos especificos
(grupos de EST), se procedid a la pulverizacién del material vegetal con
nitrégeno liquido (-196° C) y la posterior extraccion de ADN de acuerdo
con el protocolo reportado por Arias y Rocha (2004). Adicionalmente, se
utiliz el kit "DNeasy Plant Mini Kit" (Qiagen).

Deteccion de polimorfismos mediante SSCP

Se disefiaron cinco pares de cebadores (Tabla 1) con base en secuencias
especificas de EST, seleccionados del articulo publicado por Ho et al.
(2007) que sefiala la obtencion de 14.537 EST a partir de seis librerias
de ADNc construidas de miiltiples tejidos de palma de aceite. Cada
cebador se diseiié con el programa Primer3Plus (Untergasser ef al.,
2007) y se rotulé de acuerdo con el cédigo de la secuencia utilizada.

El ADN se cuantificd por comparacion visual de las muestras con patrones
de concentracion conocida (ADN del bacteriéfago lambda a 50 y 100 ng),
en geles de agarosa al 0,7% tefiidos con bromuro de etidio. Las muestras
fueron diluidas a razon de 20ng/ 1 para homogeneizar las concentraciones
y realizar la amplificacion con la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, por su sigla en inglés). La PCR se realizd en un volumen de 15 pl,
con 50 ng de ADN gendmico, 0,2 M de cada cebador, 20 mM de Tris-HCI
(pH 8,4), 50 mM KCI; 1,5 a 2,0 mM de MgCls, 20 mM de dNTPy 1 U de
Taqg ADN polimerasa (Invitrogen). Las reacciones se efectuaron en el
termociclador My Cycler (Biorad) siguiendo el siguiente programa;
desnaturalizacion inicial: 94° C durante 1 min 30 s; seguido por 35 ciclos
de 94° C durante 30 s; 60°C (variable) durante 40 s; 72° C durante 2 min;
y una extensién final a 72° C durante 5 min. Las condiciones para cada par
de cebadores fueron estandarizadas (modificando temperatura de alinea-
miento, nimero de ciclas de repeticidn, concentracion de MgCl, y de Tag
polimerasa) hasta obtener un producto de amplificacion (banda) Gnico.

Para detectar la presencia de SNP mediante la técnica de SSCP, se
evaluaron 36 materiales comerciales de E. guineensis (MG1015-MG1054),
4 hibridos 0xG (MG1019, MG1020, MG1033 y MG1034) y 13 muestras
de E. oleifera (MG1002-MG1014) utilizadas como control. Para ello, se
amplificé cada muestra con los cebadores disefiados y se verificd la
calidad del producto de PCR mediante electroforesis en geles de agarosa
al 2%, tenidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.

A los productos de PCR que presentaron bandas dnicas en el gel de
agarosa, se les adiciond 10 pl de solucién de carga (10% formamida,
0,4% azul bromofenol y 0,25% w/v xylene cyanol). La mezcla se
desnaturalizé a 94°C durante 5 min, antes de cargarla en los pozos del




gel. Se sembraron 5 pl de cada muestra desnaturalizada en geles MDE®
no desnaturalizantes y se realizd la electroforesis (TBE 0,6X), en cdmaras
‘para electroforesis vertical Sequi-Gen® GT (Biorad), durante 8-10 horas
a 8W de voltaje. El proceso de tincidn se llevé a cabo siguiendo el protocolo
de tincion con plata del LCM, y se realizd la lectura de los geles en el
transiluminador.

Resultados y Discusion

Para evaluar la presencia de polimorfismos en los 40 materiales

comerciales de E. guineensis por la técnica de SSCP fue necesario

estandarizar cada uno de los cinco cebadares disefiados para este
propdsito (C962, C1185, C1214, C1595 y C2050) (Tabla 2). Coma
resultado se obtuvo la amplificacion de una banda especifica de
aproximadamente 600 pb para la mayoria de los cebadores (Figura 1),
excepto para el C1214, el cual exhibi6 dos bandas en el gel de agarosa
al 2%, por este motivo, dicho cebador fue excluido de las pruebas.

Los productos de amplificacion obtenidos con los cuatro cebadares
especificos fueron observados posteriormente mediante electroforesis

en MDE® no desnaturalizante, donde los patrones de migracion de cada

cebador, permitieron la deteccion de tres marcadores que revelaron
polimorfismos (C962, C1595 y C2050) (Figura 2) y un marcador que
resultd monomérfico para E. guineensis (C1185), este Gltimo permitié la
identificacion de cuatro bandas para cada hibrido interespecifico (0xG)
(Figura 3), con lo cual se generd un marcador que permite la clara
diferenciacion de este tipo de materiales. Los controles utilizadas para
cada cebador, que incluyeron 13 materiales de E. oleifera, presentaron
un mismo patrdn de migracion para todas las muestras, lo cual permitié
realizar la comparaci6n contrastante con los materiales de E. guineensis
analizados. No obstante, se detectd la ausencia de producto amplificado
con los cebadores C962 y C1595 para las muestras de E. oleifera,
identificando la presencia de alelos nulos para esta especie con dos de
los marcadores obtenidos.

La electroforesis en MDE® efectuada con el cebador C1595, reveld la presencia
de cuatro bandas para cuatro individuos heterocigotos (Figura 2)
correspondientes a los materiales MG1023, MG1024, MG1051 y MG1052.

La presencia de cuatro bandas para individuos heterocigotos (figuras 2
y 3) se explica teniendo en cuenta que cuando el ADN ha sido amplificado
de un individuo heterocigoto, una parte de las hebras complementarias
desnaturalizadas puede realinearse con otra antes que el ADN sea cargado
en el gel. Una proporcion de estas moléculas constituye entonces el
heteroduplex formado por el alineamiento de hebras normales y mutantes
(Sambrook y Russell, 2001).

Con base en la informacion reportada y a los resultados obtenidos en el
presente estudio, es posible destacar la practicidad de latécnica de SSCP
y la mejor resolucion de polimorfismas con respecto a otras metodologias.
Esto permite la deteccidn de pequefias diferencias en el genoma de
individuos estrechamente relacionados.

En conclusion, la técnica de SSCP permitié la clara diferenciacion de
individuos heterocigotos correspondientes a materiales hibridos 0xG,
generando el aporte de un nuevo marcador que puede ser utilizado en la
caracterizacion de estos materiales.

Tabla 2. Condiciones de amplificacién de los cebadores disefiados.

[MgCl,]

‘Comentarios finales

: 'herramienta de lmportancla para el descubrimiento de SNP, convirtiendola

- metodologias de aplicacion para diversos propositos, en principio para

fitomejoramiento, aunque también pueden ser utilizadas en experimentos

[cebadores]

La espec:f:cldad de la técnica de SSCP permite considerarla como una

en una altemativa viable para la deteccion de la variacion alélica, llegando
a sustituir algunos métodos de costo elevado y de dificil manejo. Esta
técnica puede ser utilizada para efectuar andlisis de diversidad genética
delas pohlaclones y para encontrar divergencias genéticas entre individuos,
‘pera requiere dela evaluacion de un niimero representativo de marcadores
(supenor a 20) que puedan aportar mayor informacioén para establecer
relaciones de similitud o diferenciacion entre individuos y hacer inferencia
sobre la cercania genética de los organismos evaluados. Asi, esta técnica
se puede utilizar en programas de mejoramiento como una altemativa a
los microsatélites, debido a que no eleva los costos significativamente,
pues requiere del mismo equipo y técnicas de laboratorio, donde la dnica
diferencia radica en la matriz de MDE® requerida para SSCP, en lugar de
los geles de poliacrilamida desnaturalizantes utilizados para encontrar
microsaté!_ltes, .

Para finalizar, la estandarizacién de la técnica de SSCP es una evidencia
mas de la estrategia de la Division de Biotecnologia de introducir nuevas

apoyar la seleccion y evaluar la diversidad de materiales del programa de

de fitopatologia, fisiologia, etc.
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Tabla 1. Cebadores disefiados con el programa Primer3Pius con sus
respectivas secuencias.

Cebadores para SSCP
' Longitud (en bases)

Nombre Secuencia

CCGAAGAACAAGGGGAAGG

GAGGAAAAGAGCACCACCAC

CCCAGGAAAAAGAGATGATG

# ciclos

T° alineamiento T° extension




MG 1016
MG 1017
MG 1018
MG 1020
MG 1022
MG 1023
MG 1024
MG 1025
MG 1026
MG 1027
MG 1028
MG 1029
MG 1030
MG 1031
MG 1032
MG 1033

Kb
MG 1015
MG 1019
MG 1021

MG 1035
MG 1041
MG 1047

Figura 1. Fotografia de gel de agarosa al 2% mostrando los productos de
amplificacion obtenidos con el cebador C1185 para la totalidad de las muestras.
El marcador de peso utilizado fue 1Kb (Invitrogen).

Figura 2. Imédgenes obtenidas por electroforesis en gel de MDE® no desnatura-
lizante para los tres marcadores polimorficos. En su orden C962, C1585y C2050.

Figura 3. Imagen de gel de MDE® no desnaturalizante sefialando algunas
muestras amplificadas con el cebador C1185, las muestras con los cadigos
MG1019-MG1053 corresponden a materiales de E. guineensis. Las que
presentan cuatro bandas (MG1019, MG1020, MG1033 y MG1034), corresponden
a los hibridos interespecificos (0xG), y las rotuladas comoe MG1002-MG1006
contienen materiales de E. oleifera.
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