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Resumen

L incideneia de la pudricion de eogollo (1) en Colombia, especinlmente en la Zona
Owiental del pais, ha agadizado las pérdidas economicas del seetor debido a una
disminmeion media de 28,67 en la produecion de aceite de palma, Por tanto, el
programa de mejoramiento geneético de Cenipalma, con su laboratorio de mareadores
moleculares, incorpora metodologias tales como RAPD, AFLD vy mierosatélites

NSR para acelerar o apoyar la seleceion de individuos tolerantes a esta enfermedad
En el presente estudio se utilizaron muestras foliares de palma de aceite provenientes
de materiales F. guineensis, de diferentes easas comereiales v E. oleifera del baneo de
germoplasma de Cenipalma. 151 ADN de estos materiales foe aislado mediante el
empleo de una nueva metodologia de extraceion que se reporta aqui, K1LADN obtenido
fue analizado eon las tdenicas RAPD, AFLP v SER, Con los puntos de informaeiin
obtemdos de eada téomea se establecieron relaciones de similitnd genétiea entre las
aceesiones, En el material K. oleifers, que presenta toleraneia (o ineluso resisteneia) a
la enfermedad, se evidencio amplia variabilidad genética eon respecto a los materiales
E. piineensis suseoptibles que presentaron una limitada diversidad gendétiea,

Summary

The incidence of the bud rot complex disease (called PC for its name in Spanish ) in
the Kastern Zone of Colombia is responsible for economie losses ealenlated in 25,67
of the total palm oil produetion. For this reason, Cenipalma “s breeding program, with
the support of its molecular markers laboratory, inecorporated several methodologries
sueh as RAPD, AFLP and microsatellites (SSR) in order to aceelerate the seleetion
of individuals displaying tolernnee against the PC disease. In this study, leal samples
(rom commercial K. guineensis and K. oleifera from Cenipalma s germplasm bank
were used. A new method for DNA isolation was developed and it is reported here,
The purified DNA was used in RAPD, AFLE and 8SR analvses, The information
obtained by using these teehniques allows establishing the genetie distanees hetween
aceessions. 2. olerfora, which presents toleranee (if not resistanee ) against the PC
disease, showed broad genetie vartability when companred to suseeptible 12, guineensis
materals, which displayved a limited genetie diversity,

1. Investigadora dd Programa Jovenes Investigadores de Colciencias.

2. Investigador titular, Director Laboratorio de Marcadores Moleculares, Cenipadma. E-mail:

pedro.rocha@cenipama.org
Recibido: 27 de agosto de 2004. Aprobado: 23 de septiembre de 2004

PALMAS - Vol. 25 No. 3, 2004 11


mailto:pedrojocha@cenipalma.org

D. Arias; P. Rocha

12

PALMAS

Introduccidn

En Colombia la palma de aceite (Elaeis
guineensis Jacqg.) es afectada por un
gran numero de enfermedades que
causan cuantiosas pérdidas al sector
palmero. Una de las enfermedades de
mayor impacto es el complejo de
pudricion de cogollo (PC), que arroja
pérdidas de miles de délares (30
délares/ha/afio) en manejo sanitario
(Acevedo, et al, 2000). Esta enferme-
dad apareci6 por primeravez en el pais
hacia el aflo 1964 en la plantacién «La
Arenosa» de Codelsa, en Turbo
(Antioquia), afectando a palmas de dos
afnos de edad, lo que llevd ala quiebra
y desaparicion de esa plantacion
(Acosta, 1991; Nietoy Gomez, 1991).

La PC se expresa internamente
como una pudricion humeda y fétida
de los foliolos de las hojas que aun no
han abierto, lo cual afecta los foliolos
superiores y medios del raquis. Por o
general, en la PC de la Zona Oriental
las palmas enfermas se recuperan de
manera natural debido a que no se
comprometen los tejidos meriste-
maticos, mientras que la PC que afecta
a la Zona Occidental colombianay a
la zona nororiental de Ecuador se
constituye en letal debido a que causa
dafios irreparables en los tejidos
internos (Franqueville, 2001).

Hasta el momento no hay claridad
sobre la etiologia de la enfermedad y
se ha relacionado con diversos facto-
res abioéticos de naturaleza fisiol6gica
y bidtica de naturaleza patégena. Se
ha sugerido que Thielaviopsis
paradoxa sea el agente causal de la
PC (Nieto y GOmez, 1991). Estudios
preliminares han reportado que
ningln elemento nutritivo en forma
individual se asocia con la incidencia
de PC (GOmez, 1995), aunque es
posible que el desequilibrio de
nutrientes en el suelo, junto con el
exceso de agua, entre otros, se
conviertan en factores predisponentes
alaenfermedad (Munévar et al, 2001).

Todos los materiales comerciales
de la palma de aceite (Ténera) han
mostrado en mayor y menor grado
susceptibilidad a la PC. Por su parte,
la palma de aceite americana (E
oleifera) y el hibrido interespecifico (E.
oleifera X E. guineensis, OxG) han
presentado tolerancia (s no resisten-
cia) a la enfermedad en Colombia
(Corley y Tinker, 2003; Hartley,
1988), no asi en Ecuador, en donde
se ha reportado incidencia de PC en
las progenies en algunos cruces OxG
(Rocha, et al, 2004). Evidencia de
campo obtenida de plantaciones
comerciales ha sugerido que la
resistencia presente en E. oleifera y
en los hibridos OxG es una caracte-
ristica con comportamiento mende-
liano (Rocha, 2002).

Las metodologias de marcadores
moleculares sobre el ADN han
ampliado el campo de accién del
fitomejoramiento de cultivos agri-
colas. Los andlisis del genoma con
base en la deteccién de polimorfismos
en los cultivos permiten desarrollar
mapas de ligamiento de genes,
identificar huellas genéticas, hacer
seleccién asistida por marcadores e
investigacion de relaciones genéticas
(Rocha, 2003). La informacion obte-
nida con las técnicas de marcadores
moleculares permite establecer
relaciones de similitud genética en-
tre accesiones y puede ser usada para
ejecutar disefios racionales de
cruzamientos, conservacion de ger-
moplasma y manejo de recursos
genéticos (Powell, et al, 1996).

Los marcadores moleculares de
mayor uso en la deteccion de la
variabilidad genética son los RAPD,
AFLP y SSR. Estas técnicas ofrecen
informacion sobre las relaciones in-
ter e intraespecificas y permiten
desarrollar estrategias para el
mejoramiento de cada especie 0 para
la obtencion de hibridos exitosos
(Shah, et al, 1994). La técnica RAPD
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(polimorfismos de ADN amplificado
aleatoriamente) permite detectar
secuencias polimoérficas utilizando
cebadores sencillos que amplifican
fragmentos arbitrarios del ADN
blanco. La técnica de AFLP (polimor-
fismos en la longitud de los frag-
mentos amplificados) se utiliza para
la obtenciéon de un gran numero de
marcadores moleculares distribuidos
en el genoma (Vos, et al., 1995). Los
SSR son regiones de secuencias
repetidas que estan distribuidas a
todo lo largo del genoma. Dichas
regiones presentan un alto nivel de
polimorfismo (Rocha, 2003).

Los experimentos tipicos de
programas de mejoramiento, analisis
de diversidad genética en pobla-
ciones naturales y caracterizacion de
germoplasma comprometen por lo
general a centenas o millares de indi-
viduos. En este contexto, las técnicas
de RAPD, AFLPy SSR se constituyen
en herramientas valiosas que permi-
ten llevar a cabo andlisis genéticos
detallados de un gran numero de
marcadores (Grattapaglia, et al, 1992).

Una alternativa para el manejo de
las enfermedades es el mejoramiento
genético. Un ejemplo claro es la
generacion de variedades de palma
africana resistentes a la Fusariosis
(Franqueville y Renard, 1990).
Cenipalma, mediante el programa de
mejoramiento genético, busca desa-
rrollar materiales tolerantes adap-
tados a las distintas zonas produc-
toras colombianas, paralo cual cuenta
con un laboratorio de marcadores
moleculares, que incorpora metodo-
logias que podrian acelerar el proceso
de seleccion de material tolerante a
la PC.

Materiales y métodos

El presente estudio se llevé a cabo en
el laboratorio de marcadores
moleculares de Cenipalma (Bogota).
Las palmas muestreadas provinieron

de lotes comerciales de las plan-
taciones La Cabafa, Palmar del
Oriente y el banco de germoplasma
de Cenipalma (Campo Experimental
Palmar de La Vizcaina).

El material vegetal utilizado in-
cluyé foliolos de palma provenientes
de los cruces Ekona/ Deli x Ekona (20
muestras); Ekona/ Deli x La Mé (20
muestras); Tanzania x Avros (13
muestras) y Deli x Avros (14 muestras),
suministrados por la plantacién Pal-
mar del Oriente. El material E.
guineensis IRHO (29 muestras)
provino de la plantacién La Cabafia y
el material E. oleifera (41 muestras)
del banco de germoplasma (Rey, et al.,
2003). En total se analizaron 137
muestras.

Extraccion del ADN de la palma de aceite

La metodologia de la extraccion del
ADN nuclear se realizé inicialmente
de conformidad con el protocolo
reportado por Rocha (2002). Sin em-
bargo, se generdé una nueva meto-
dologia de aislamiento de ADN que se
describe a continuacioén.

Los foliolos fueron marcados, regis-
trados y finalmente incubados a
-70°C, para luego realizar la ruptura
de tejidos y paredes celulares
utilizando nitrégeno liquido. El tejido
finamente pulverizado se almacend
en tubos de 15 ml (facon) a -70 °C
hasta su uso. Para la extraccion de
ADN se colocaron 500 mg de tejido
en un tubo eppendorff de 2.0 ml
previamente enfriado. A esta cantidad
de tegjido se le anadieron 12 ml de
soluciéon de extraccién (Tris HC1 100
mM, pH 8.0; EDTA 50 mM, pH 8.0;
NaCl 500 mM; B-mercaptoetanol 10
mM y 1% (p/v) de PVP-360.000)
precalentada a 65°C. EIl proce-
dimiento de extraccion sellevd acabo
en camara extractora de vapores.

La mezcla se agit6 a maxima
velocidad durante 5 segundos con
un agitador vortex™, posteriormente
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se agregaron 85 pl de SDS (dodecil
sulfato de sodio) al 20% para solu-
bilizar proteinas y membranas. Los
tubos que contenian la mezcla se
incubaron en bafio maria a 65°C du-
rante 30 minutos. Para facilitar la
homogeneizacién del tejido y la
solubilizacion del ADN en la solucién
de extraccion, la mezcla se agit6 cada
10 minutos. Luego se agregaron 390

de acetato de potasio 5 M a cada
mezcla para precipitar las proteinas.
La mezcla se centrifugé a 12.500 xg
durante 15 minutos. El sobrenadante
se transfirio a un tubo limpio y se le
adicion6 1 ml de isopropanol frio para
precipitar los &cidos nucleicos. La
mezcla se incub6 a -20°C durante
toda la noche. Después se centrifugd
a 25.000 xg, durante 30 minutos. Se
deseché el liquido, teniendo cuidado
de no perturbar el boton de ADN. Para
lavar las sales se utilizaron 2 ml de
etanol al 70% y en seguida se
centrifugé a 25.000 xg, durante 3
minutos. Finalmente, se dej6 secar el
botén a temperatura ambiente y se le
adiciondé un volumen de 350 (ul de
solucién TE-ARNasa (Tris HC1 10 mM,
pH 8.0; EDTA 1 mM, pH 8.0y 5mg/ml
de ARNasa). La mezcla se incub6 a
37°C durante 15 minutos para
degradar el ARN presente. El ADN
obtenido se almacend a 4°C para su
posterior utilizacion.

Cuantificacion del ADN

La cuantificacion del ADN se realizo
mediante un método comparativo,
empleando como patrén de referencia

ADN gendémico de tomate sumi-
nistrado por el kit AFLP Analysis Sys-
tem |. El procedimiento consistié en
realizar una electroforesis en gel de
agarosa al 0,7% tefiido con bromuro
de etidio (0,5 |ig/ml), en el que se
sembro el patron de ADN de tomate a
diferentes concentraciones (25, 50,
100 y 200 ng/ul) y las muestras de
ADN por cuantificar. La determina-
cion de las concentraciones de las
bandas se realiz6 sobre un transilu-
minador de luz ultravioleta (TFX-35M
Life Technologies) mediante la compa-
racion de la fluorescencia de los
patrones con las distintas muestras.

Implementacion de técnicas

RAPD (polimorfismo de ADN amplificado
aleatoriamente)

Esta técnica esta basada en la
metodologia de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés) y consiste en la ampli-
ficacion de fragmentos de ADN con un
cebador de diez nucleétidos que se
alinea al ADN molde de manera
aleatoria (Rocha, 2003).

La implementacién de esta técnica
se basé en la metodologia origi-
nalmente descrita por Williams, et al,
(1990). Se emplearon cinco cebadores
anteriormente evaluados en palma
(Ochoa, et al, 1997) (Tabla 1). Para la
reaccion de amplificacion se utiliza-
ron 50 ng de ADN, solucién tampon
1X (TrissHCl 20 mM, pH 8.4; KC1 50
mM ), MgCl, 3 mM, 2 uM de cebador
(sintetizado por Invitrogen), 200 uM de
dNTP (Invitrogen) y 2.5 U de Tagq DNA
polimerasa (Invitrogen). El volumen
total de la reaccion fue de 25pl.

Las reacciones transcurrieron en
un termociclador PTC-100 (MJ Re-
search), programado de la siguiente
manera: 3 minutos a 94°C (dena-
turacion inicial), seguido por 35 ciclos
de amplificacion, cada uno com-
puesto por los siguientes pasos: 94°C
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durante 1 minuto, 36°C durante 1
minuto (alineamiento), 72°C durante
2 minutos (extensién). Un paso de
extension final de 7 minutos a 72°C
fue incorporado para amplificar los
productos parcialmente generados.

El producto de la PCR (amplicones)
fue analizado mediante electroforesis
en gel de agarosa a 1,4% en TBE 1X
(Sambrook y Russell, 2001). El g fue
teflido con bromuro de etidio y las
bandas visualizadas a través del
transiluminador.

Microsatélites

Los microsatélites son regiones de
secuencias repetidas (conocidas tam-
bién como SSR, por sus siglas en
inglés) que estan distribuidas a lo
largo del genoma. Se caracterizan por
estar «flanqueadas» por secuencias
altamente conservadas. Dichas se-
cuencias microsatélites pueden ser
amplificadas mediante PCR usando
cebadores especificos, disefiados a
partir de las secuencias flanqueantes
conservadas de los microsatélites
aislados de una genoteca gendémica
(Rocha, 2003).

Condiciones de amplificacion

La amplificacion de los microsatélites
mediante PCR se llev6 a cabo en un

volumen final de 25 pl. Se utilizaron
50 ng de ADN y se emplearon los
cebadores reportados por Billotte, et
al. (2001) (Tabla 2). La reaccion
contenia: solucion tampén 1X (Tris-
HC1 20 mM, pH 8.4 y KC1 50 mM),
MgCl 1,5 mM; 0,2 uM de cada cebador
(sintetizado por Invitrogen); 200 }uM
de dNTP (Invitrogen) y | U de Taq DNA
polimerasa (Invitrogen).

Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 1 minuto a
95°C (denaturacién inicial), seguido
por 35 ciclos de amplificacion, cada
uno compuesto por los siguientes
intervalos de temperatura: 94°C du-
rante 30 segundos; 52°C durante 1
minutoy 72°C durante 2 minutos. Un
paso de extension final a 72°C du-
rante 8 minutos.

Elaboracion del gel denaturante de poliacrilamida

Para la verificacién del producto
amplificado se realiz6 una electro-
foresis en gel denaturante de
poliacrilamida a 5% y 8 M de urea,
conforme al protocolo del laboratorio
de marcadores moleculares de
Cenipalma (Rochay Arias, 2004).

La solucién de poliacrilamida al
5% y 8M de urea se prepar6 adicio-
nando 17 ml de acrilamida al 30%
(1,5 g de N-N' metilen-bis-acrilamida,

PALMAS - Vol. 25 No.3, 2004

15



D. Arias; P. Rocha

16

PALMAS

28,5 g de acrilamida y 80 ml de agua
destilada desionizada), 48,05 g de
ureay 20 ml de buffer TBE 5X, hasta
completar un volumen de 100 ml con
agua destilada desionizada (Milli-
Q s conductividad de 0,055 pS/cm).

El lavado de los vidriosy la camara
de secuenciacion (Sequi-Gen cdll
38x50, Bio-Rad) se realiz6 con
abundante agua y jabon comercial
(Axion). Posteriormente los vidrios se
l[impiaron tres veces con etanol
absoluto. Se esparcieron 600 pl de la
solucion de pegado (1ul de bind si-
lane [Sigma], 5 ul de &cido acético gla-
cial y 954 |il de etanol al 95%) através
de todo el vidrio. La solucion aplicada
al vidrio se dej6 evaporar durante 5
minutos. De igual forma se aplicaron
5 ml de antiempafiante comercial
(Lluviex) a vidrio de la camaray se
dej6 evaporar durante 5 minutos.
Finalmente, se armdé la camara de
acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

En un vaso de precipitado que
contenia 100 ml de poliacrilamida se
adicionaron 60 pl de temed (Sigma) y
300 [il de persulfato de amonio a 10%
(p/v). La solucién se sirvié con
cuidado con una jeringa plastica de
50 ml. La polimerizacién del gel duré
toda la noche.

La camara de electroforesis fue
ensamblada al sistema segln las
instrucciones del fabricante. La
precorrida se realiz6 sembrando 2 pl
de solucion de carga 2X (95% de
formamida, 0,05% de azul de bromo-
fenol y 0,05% de xilene cyanol),
dejando un pozo de por medio para
verificar el estado de los mismos. La
fuente de poder (Power Pac 3000, Bio-
Rad) se programo6 para que sumi-
nistrara 100 W constantes durante 20
minutos, tiempo suficiente para
alcanzar una temperatura de 50°C.

A 25 pl de muestra, resultado de la
amplificacion, se le afiadieron 15 pL
de solucion de carga 2X. Las muestras

se denaturaron a 94°C durante 3 mi-
nutos en el termociclador, y de
inmediato fueron enfriadas en una
cubeta con hielo. El exceso de urea
se removio de los pozos con una
jeringay se sirvieron 5 pl de cada
muestra previamente desnaturali-
zada a cada pozo. La duracion de la
electroforesis fue de 1,5 horas.

Tincién del gel con nitrato de plata

Una vez finalizada la electroforesis se
desarmé la camara y se coloco el gd
(pegado al vidrio) en agitacion durante
20 minutos, dentro de una cubeta de
acrilico que contenia solucion fijadora
(4cido acético 10%). Luego el gel se
lavé dos veces con agua destilada
desionizada, durante 1 minuto cada
vez, con agitacién constante (100
r.p.m.). Posteriormente el gel se incubé
en solucién de tincién (2 g de AgNO;,
3 ml de formaldehido al 37%, en 2 L
de agua), con agitacion permanente y
completa oscuridad, durante 35
minutos. El exceso de plata se retird
con agua destilada desionizada du-
rante 5 segundos. Después el gel se
mantuvo en agitacion constantey bajo
oscuridad, durante 4 minutos (o hasta
visualizar las bandas) en la solucién
de revelado (60 g de Na CO3; 3 ml de
formaldehido al 37% y 400 |il de
tiosulfato de sodio [10 mg/ml] en 2 L
de agua), previamente enfriada a 4°C.
Por Gltimo, el gel se incubd durante 5
minutos en solucion de parada (&cido
acético 10%) y se lavé durante 5
minutos con agua destilada
desionizada. El gel tefiido se dej6 secar
a temperatura ambiente durante toda
la noche. La imagen del gd se llevo a
formato electrénico mediante la
utilizacion de un escaner (HP ScanJet
32000).

AFLP (polimorfismo en la longitud de los

fragmentos amplificados)

El ensayo de AFLP combina la
especificidad, resolucién y poder de
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muestreo de la digestién con enzimas
de restriccion con la velocidad y
practicidad de la deteccion de poli-
morfismos via PCR (Vos, et al, 1995).
Para el desarrollo de la técnica de
AFLP se utiliz6 el kit AFLP Analysis
System | (Invitrogen). Sin embargo, se
realizaron modificaciones al manual
suministrado por el fabricante, las
cuales son presentadas a conti-
nuacion:

Digestion del ADN

La digestion enzimatica se realizd en
un volumen final de 25 (U, adicio-
nando a 270 ng de ADN, 2 U de EcoRI,
2 U de Msel y 5 pl de solucién tampdn
de reaccion (TrissHCI 50 mM, pH 7.5;
acetato de magnesio 50 mM y acetato
de potasio 250 mM). Posteriormente,
se incub6 la mezcla durante 2 horas
a 37 °C en un termociclador e inme-
diatamente después se incubd a 70°C
durante 15 minutos para inactivar las
endonucleasas de restriccién. En este
paso se almacenaron las reacciones
a4°C.

Ligacion de  adaptadores

La ligacion de los adaptadores a los
extremos cohesivos de los fragmentos
de restriccién se realizé adicionando,
a los 25 (ul de la reaccion de ADN
digerido, 24 pl de solucion de ligacion
de adaptadores (adaptadores EcoRI/
Msel; 0.4 mM de ATP; Tris-HCI 10 mM,
pH 7.5; acetato de magnesio 10 mM y
acetato de potasio 50 mM) y 1 ul T4
DNA ligasa (lU/ul). La mezcla se
incub6 a 20°C durante dos horas en
el termociclador y posteriormente se
realizd una dilucion 1:10 (10 ml de
la mezcla de ligacion y 90 pl de TE).
La porcion no usada de la mezcla de
ligacion se almacendé a -20°C para
posteriores reacciones.

Pre amplificacion

La reaccion de preamplificacion con
los cebadores que contienen una base
selectiva (PCR+1) se realiz6 adicio-
nando a un tubo de PCR de 0,2 ml los

siguientes componentes: 5 pl de la
mezcla de dilucion (1:10) del paso an-
terior; 40 |il de mezcla de cebadores
para la preamplificacion; 5ul de
solucion tampon 10X (que contenia
MgCl, 15 mM) y 1 ul de Tag DNA
polimerasa (5 U/ul). Las reacciones
fueron llevadas al termociclador,
programado asi: 30 segundos a 94°C,
1 minuto a 56°C y 1 minuto a 72°C,
durante 20 ciclos. El resultado de
esta PCR se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa a 1%
tefiido con bromuro de etidio. El
resultado del PCR+1 fue diluido diez
veces (10 pl de muestray 90 pl de TE).
Las reacciones diluidas y no diluidas
se almacenaron a -20°C.

Amplificacion

La PCR +3 se llevd a cabo en un
volumen final de 20puL . Cada
reaccion incluyé 5 ul de ADN (PCR+1
diluido 1:10), 2 ul de solucién tampdn
10X (Tris-HCI 200 mM, pH 8.4; MgCl,
15 mM y KC1 500 mM), 0,5 ul del
cebador EcoRl-primer y 4,5 pl del
cebador Msel-primer, 7,9 pl de agua
destilada y 0,1 pl de Taq DNA
polimerasa (5 U/ul). Las combina-
ciones de cebadores empleadas aqui
fueron reportadas, segun la literatura,
como polimoérficas para palma de
aceite (Purba, et al, 2000; Rajinder,
et al, 1998; Barcelos, 1998) (Tabla 3).
Las reacciones de PCR fueron
I[levadas a cabo durante 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 65°C y 60
segundos a 72°C, durante 1 ciclo.
Posteriormente la temperatura de
alineamiento baj6 0,7°C en cada ciclo
durante 12 ciclos (touch down) vy
continu6 con 30 segundos a 94°C, 60
segundos a 56°C y 60 segundos a
72°C, durante 23 ciclos. El resultado
de la PCR se almaceno a 4°C. Parala
verificacion del producto amplificado
se realizé una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 5% y 8 M de urea,
tefiido con nitrato de plata, conforme
al protocolo anteriormente descrito.
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La descripcién de los materiales
analizados con AFLP es mostrada en
la Tabla 4.

Analisis de datos

Las bandas polimérficas en el gel
fueron registradas visualmente con la
ayuda de un transiluminador de luz
blanca. Una banda fue considerada
polimorfica si estaba presente al
menos en un individuo y ausente en
los otros. Se generdé una matriz
binaria, donde las bandas fueron
contadas como «» para presentey «®
para ausente.

La matriz binaria de datos fue
convertida en una matriz de simi-
laridad de acuerdo con la definicién
de Nel y Li (1979): Sj= 2a/(2a+ b +
¢), donde Sj es la similaridad entre
los individuos iy j; a es el nUmero de

bandas presentes en ambos iy j; b es
el niumero de bandas presentes en iy
ausentes en j; y c es el numero de
bandas presentes en j y ausentes en
i. La conversion de similaridad a
distancia genética se realizé con la
ecuacion Dij = I-Sj.

El dendrograma fue construido a
partir de la matriz de similaridad
agrupando los datos con el método
UPGMA (Unweighted  Pair-Group
Method Arithmetic Average) utilizando
el software NTSYS - pc version 2.11L
(Rohlf, 2000).

Resultados y discusion

Extraccion del ADN

El trabajo con marcadores molecu-
lares involucra el analisis de gran
cantidad de individuos y por tanto
requiere de la capacidad de extraer
ADN de buena calidad y en canti-
dades adecuadas, en forma répida y
eficiente. El protocolo que se utilizd
en el presente trabajo fue una
alternativa al reportado por Rocha
(2002).

Con el procedimiento reportado
aqui se obtuvo ADN de buena calidad
(Figura 1), reflejado en su estabilidad
alun después de un mes de almace-
namiento a 4°C y en la reproduci-
bilidad de los resultados obtenidos
con las técnicas moleculares em-
pleadas. La cantidad total de ADN
extraido por este método varié entre 3
lig y 10 ug de ADN, provenientes de
500 mg de tejido foliar, es decir, en-
tre 6y 20 jig de ADN/gramo de tejido,
valores que son comparables con los
8 (ug de ADN /gramo de tejido
obtenidos con el método de Rocha
(2002). Sin embargo, la eficiencia del
nuevo método es diez veces mayor,
porque parte de muy poco tejido (500
mg en lugar de 8 g).

La eficiencia del procedimiento
aqui empleado se refleja en el
aislamiento del material genético de
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un gran nimero de muestras, cuan-
do se compara con el método anterior-
mente utilizado (Rocha, 2002). Por
ejemplo, con el método de extraccion
reportado por Rocha (2002), un
operario extrae el ADN de 24 muestras
aproximadamente en tres dias,
mientras que con la metodologia
presentada aqui el mismo operario
puede aislar el ADN de 72 muestras
en un dia, utilizando sélo 500 mg de
tejido foliar pulverizado.

Aparte de la mayor eficiencia en el
proceso, la nueva técnica disminuye
los costos totales del procedimiento
aproximadamente en 60% (P. Rocha,
datos sin publicar). Ademas, la
ausencia de fenol y cloroformo
disminuye los riesgos de toxicidad
para el personal ocupacionalmente
expuesto y tiene un efecto positivo
sobre el ambiente debido a la
disminucion de la cantidad de
residuos toxicos generados. En la
actualidad el método aqui reportado
es el utilizado de manera rutinaria en
el laboratorio.

Estandarizacion de las técnicas de marcadores
moleculares

Los marcadores moleculares
detectan la variabilidad que existe en
el ADN. Las técnicas mas empleadas
incluyen los RAPD, AFLP y micro sa-
télites (Rocha, 2003). Estas técnicas

fueron estandarizadas e implemen-
tadas bajo las condiciones del Labo-
ratorio de Marcadores Moleculares de
Cenipalma (Rocha, 2002; Arias 2003;
Galeano, 2004).

RAPD

El nimero medio de bandas ampli-
ficadas para cada uno de los 137
materiales analizados fue de 26,
obtenidas con cinco cebadores. Di-
chos cebadores fueron previamente
reportados por Ochoa et al. (1997)
como potenciales marcadores
moleculares asociados con la resis-
tencia a PC. Sin embargo, para el
presente estudio, tales cebadores
arrojaron patrones monomorficos
(Figura 2) y diferentes alos reportados
(Ochoa, et al, 1997). Estos resultados
confirman la baja reproducibilidad
de la técnica RAPD, debido a que ésta
se basa en la baja especificidad de la
hibridacion del cebador con el molde
de ADN (Hansen, et al, 1998; Purba,
et al, 2000; Virk, et al, 2000; Rocha
2002) y se hace evidente con la
aparicion de bandas o patrones de
bandas diferentes a los obtenidos
inicialmente. Aunque la técnica
RAPD fue estandarizada bajo las
condiciones del laboratorio y se
obtuvieron 6.302 puntos de infor-
macion, de los cinco cebadores
evaluados en las 137 muestras de
ADN de palma de aceite, los resul-
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tados no fueron informativos para el
andlisis de diversidad y por tanto se
decidi6 explorar otro tipo de mar-
cadores.

Microsatélites

Los microsatélites estan considerados
por la mayoria de los autores como la
mas poderosa herramienta para los
estudios de genética de poblaciones
(Cheng y Crittenden, 1994) ya que
estos marcadores son altamente
polimérficos, presentan herencia
mendeliana simple, son codomi-
nantes (es decir, se pueden diferen-
ciar individuos homocigotos de los
heterocigotos) y generan datos
reproducibles.

La metodologia de microsatélites
fue estandarizada en el laboratorio
utilizando la informacion que de las
secuencias publicaron Billotte, et al.
(2001). El namero medio de alelos por
locus fue de 12, obtenidos de las diez
combinaciones de cebadores. De es-

tas diez combinaciones (Tabla 2),
solamente tres fueron monomorficas
(mEgCIR0018, mEQgCIR0219 vy
mEgCIR0221). Las restantes siete
combinaciones permitieron am-
plificar 42 alelos con tamafos ente
109y 320 pares de bases (pb), en 120
de los 137 individuos ( Figura 3). Los
17 individuos de la diferencia fueron
muestras en las cuales no se eviden-
ci6 amplificacién y aunque dichos
materiales fueron evaluados varias
veces, no se pudieron descartar
inconvenientes técnicos y se prefirié
no incluirlos en el andlisis a consi-
derarlos alelos nulos. El porcentaje de
polimorfismo alélico fue estimado en
45%.

Con la técnica de SSR se
obtuvieron 7.672 puntos de infor-
macién. Dicha informacion fue
empleada para calcular distancias
genéticas (Tabla 5) y posteriormente
se utiliz6 en la elaboracion de un
dendrograma (Figura 4).
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Los valores de distancias genéticas
permitieron establecer que la diver-
gencia genética (medida de las
diferencias entre individuos de una
poblacion) entre E. guineensis y E.
oleifera es baja, confirmando las
apreciaciones de Barcelos, et al.
(2002), quienes encontraron que la
divergencia genética entre estas dos
especies era muy bajay de la misma
magnitud que la encontrada entre
miembros de E. oleifera. Dichos
resultados sugirieron que, en térmi-
nos evolutivos, estas dos especies
poseian un origen comdn y un geno-
ma conservado para el género Elaeis
(Barcelos, et al, 2002; Barcelos, 1998).
Dicha conclusion resalta la impor-
tancia de llevar a cabo acciones para
explorar la diversidad de E. oleifera

(Rey, et al.,, 2003) y evidencia las
posibilidades reales paraincorporarla
en el acervo genético de E. gui-
neensis.

Con el andlisis UPGMA se pudo
apreciar la formaci6on de cuatro
grupos (Figura 5) en donde los
materiales E. guineensis se mezcla-
ron con E. oleifera. Los materiales E.
oleifera que presentan tolerancia
(incluso resistencia) a la PC presen-
taron valores de distancia altamente
significativos, lo cual sugiere una
notable variabilidad genética entre
ellos. Las diferencias observadas en
el campo molecular pueden explicar
parte del comportamiento diferencial
ante la PC observado en algunos de
los hibridos OxG, particularmente en
Ecuador (Rochay Arias, 2004). No se
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Fig;"’a Electroforegramas de microsatélites obtenidos de
d

geles de poliacniamida al 5%

¢ peso molecular (25 bp DNA Ladder, Invitrogen) expresado en pares de bases (pb). (A): Polimorfismo originado con la

combinacion de cebadores PROIF/PROIR (focus amplificado mEGCIR008) en matenales E. olerfera y

E

guineensis. DAS3 hasta

y urea 8 M, temdos con nitrato de plata. Patron

DATS son muestras de ADN provemientes de los matenales £. olesfera y DATS hasta DAY son muestras de ADN provenientes de

los materiales £. guineensis cruce Ekona/Deli X Ekona. Se observan cinco alelos entre 200 y 220 pb. (B): Polimorfismo generade
con fa combinacion de cebadores PROIOF/PROIOR (focus amplificado mEgCIR0304). Se observan cuatro alelos de 107, 109, 118
¥ 120 pb
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Figura A: Dendrograma construido con el método de agrupamiento UPGMA, basado en las distancias genéticas de Nei (1973) obtenidas
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encontraron diferencias significativas
entre los valores de las distancias de
los materiales E. guineensis que pre-
sentaban susceptibilidad o tolerancia
alaPC. Sin embargo, para determinar
la relacion entre los agrupamientos
obtenidos y la tolerancia a la
enfermedad se realiz6 la prueba Chi-
cuadrado, para la cual se selec-
cionaron dos grupos representativos
del dendrograma obtenido con los
SSR (Figura 5). De cada uno se
contaron los individuos tolerantes y
susceptibles que conformaban el
grupo. Como resultado se encontré
que el Z calculado fue altamente
significativo, por tanto, se aceptd la
hipGtesis alterna que sugiere que la
caracteristica de tolerancia a PC
puede estar asociada con el grupo
representativo formado dentro del
dendrograma, lo cual se evidencia en
la concentracion en un mismo grupo
de los materiales E. oleifera y E.
guineensis tolerantes a la PC.

Es de anotar que la separacién de
los individuos resistentes a la PC se
debe a la contribucion que para el
analisis hizo la combinacién de
cebadores PRO IF/PROIR (que ampli-
fican el locus mEgCIR0304, Billotte,
et al, 2001). De manera adicional se
encontr6 que la combinacion de
cebadores PRO5F/PRO5R {locus
MEGCIR0067) permitia agrupar a los
individuos susceptibles. Si bien no es
posible decir que estos cebadores sean
marcadores moleculares asociados a
la resistencia o a la susceptibilidad,
si es posible considerarlos como
bandas de interés para el programade
mejoramiento. Es necesario incor-
porar estos hallazgos en el programa
de mejoramiento para la validacién de
la informacion obtenida.

En palma de aceite es importante
no dejarse deslumhrar con resultados
como el aqui presentado. El ejemplo
mas conocido que soporta la anterior
afirmacion estéa relacionado con la
identificacion de marcadores mole-

Talgia
(ombmacon de No. de alelos
cebadores SR Totales
PROIF-PRO1IR 5
PRO2F PRO2R 5
PRO3F-PROJ3R 4
PRO4F-PRO4R (5]
PROSF-PROSRK 13
PROGF-PRO6GR 5
PROTYF-PROTR ]
PROSF-PROSR 1
PROOF-PROYR 5
PRO10F-PROI10OR 4
Total 56

Polimarficos
3
L)
3

culares asociados con la caracteris-
tica de grosor del cuesco. Varios
marcadores han sido reportados en
cruces particulares, sin embargo,
cuando se prueban en cruces dis-
tintos el potencial marcador ni
siquiera aparece ligado (Moretzsohn,
et al, 2000; Billotte, et al, 2001).

Técnica AFLP

Si bien los marcadores SSR revelaron
un nivel aceptable de polimorfismo,
se decidié implementar la técnica de
AFLP para analizar doce de los indi-
viduos representativos y contras-
tantes de los grupos generados
mediante microsatélites. La razén
para esta seleccion estuvo asociada
con los elevados costos que los AFLP
representan para el laboratorio de
Cenipalma (P. Rocha, datos sin
publicar). Siete combinaciones de
AFLP fueron seleccionadas y evalua-
das (Tablas 3 y 4) con base en los
resultados que se han reportado para
palma de aceite en la literatura
(Purba, et al, 2000; Rajinder, et al,
1998; Barcelos, 1998).

Los marcadores AFLP revelaron al-
tos niveles de polimorfismo de ADN
al compararlos con los generados por
las técnicas de RAPD y microsa-
télites. Un total de 258 bandas poli-
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E-ACT/M-CAA . E-ACA/M-CAG E-ACC/M-CAA E-ACC/M-CAG moérficas fueron reportadas (Figura 5).
La combinacion de cebadores E-ACT/
M-CTA presenté el mayor namero de
polimorfismos (Tabla 6).

A

A
DASH
A30

(pb)

De los siete cebadores evaluados
en los 12 materiales se obtuvieron
5.748 puntos de informacion que
fueron utilizados en la elaboracion de
un dendrograma (Figura 6). En éste
se pueden apreciar dos grupos
claramente diferenciados conforma-
dos por los materiales E. guineensisy
E. oleifera. Si bien existe un grado de
similitud entre las dos especies, los
valores de distancia genética obte-
nidos sugieren que la diversidad ge-
nética dentro de E. guineensis es
limitada y menor que la desplegada
dentro de E. oleifera, lo cual confirma
una vez mas los resultados obtenidos
con la técnica SSR y se ve reflejado
en el fenotipo que expresan (Rey, et
al, 2003).

200=—
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Conclusiones

Las metodologias para la extraccion de

ADN y para la amplificacién de

marcadores tipo RAPD, AFLP y

Figura Electroforegrama de AFLP de un gel de poliacrilamida 5%, 8 M urea, microsatélites han sido implemen-

§  teiiido con nitrato de plata. Cuatro combinaciones de cebadores fueror tadas en el laboratorio de marcadores

) moleculares de Cenipalma. El método

para extraccion de ADN permite

obtener entre 6 y 20 pg de ADN por

cada gramo de tejido. So6lo se
necesitan 500 mg de tejido foliar.
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La técnica RAPD proporcioné
informacion sin conocimiento previo
del genoma de los individuos anali-
Tabla' Bandas polimorficas observadas por cada combinacion de cebadores zados, confirmando lo expuesto por
Grattapaglia, et al, (1992). Sin em-
bargo, el nivel de polimorfismo fue

Cebadores AFLP No. de Bandas nulo aun utilizando I_os, C(_ebadores
E-ACT / M-CAA % reportados como pollmo_rflcos por
E-ACA / M-CAG 43 Ochoa, et al, (1997). La dlggrepanma
E-ACC / M-CAA a8 gque resulta de la comparacion de Igs
E-ACC / M-CAG 21 dos resultados refleja uno de los mas
E-ACC/ M-CAC 4] grandes problemas (limitantes) que se
E-ACT/ M-CAT 37 han observado cuando se emprenden
E-ACT/ M-CTA = programas de seleccién asistida por
Total 258 marcadores: los marcadores identifi-
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E. guineensis

E. oleifera

cados (bien RAPD o AFLP) en los
individuos de un cruce particular no
necesariamente funcionan en otros
cruces. Esto sucede no solo en palma
de aceite sino en otras especies.

Los resultados de los analisis de
diversidad genética confirman que
entre las especies E. guineensis y E.
oleifera existe un grado considerable
de similitud, lo cual es importante
para el desarrollo de programas de
mejoramiento en cualquiera de las
dos especies. Sin embargo, la varia-
bilidad genética presente dentro de
E. guineensis es menor que la obser-
vada dentro de E. oleifera. Ademas,
los analisis muestran que la combina-
cion de cebadores PRO10OF/PRO 10R
amplifica un locus (MEgCIR0304) que
posiblemente esté relacionado con la
tolerancia a la enfermedad. De igual
manera, la combinacion PROS5F/

PRO5R amplifica un focus (mEgCIR0067)
posiblemente asociado con la suscep-
tibilidad a la PC. Sin embargo, no se
presenta esta informaciéon como
marcadores moleculares ligados a la
resistencia o a la susceptibilidad.

Consideraciones finales

Uno de los objetivos del programa de
mejoramiento genético de la palma de
aceite de Cenipalma esta orientado a
la identificacién de fuentes de resis-
tenciaala PC. A pesar de los esfuerzos
realizados, desde hace mas de 15
afnos, los conocimientos sobre la
enfermedad (por ejemplo, su herencia
y fisiologia) son muy limitados. Hasta
hoy no se ha detectado ningun mate-
rial E. guineensis resistente a la PC.
Ademas, no se cuenta con procedi-
mientos de inoculacion rutinarios,
eficaces ni confiables que permitan
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