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Introducción 

En Colombia la palma de aceite (Elaeis 
guineensis Jacq.) es afectada por un 
gran número de enfermedades que 
causan cuantiosas pérdidas al sector 
palmero. Una de las enfermedades de 
mayor impac to es el complejo de 
pudrición de cogollo (PC), que arroja 
p é r d i d a s de miles de dó la res (30 
dólares/ha/año) en manejo sanitario 
(Acevedo, et al, 2000). Esta enferme­
dad apareció por primera vez en el país 
hacia el año 1964 en la plantación «La 
Arenosa» de Code l s a , en T u r b o 
(Antioquia), afectando a palmas de dos 
años de edad, lo que llevó a la quiebra 
y d e s a p a r i c i ó n de e sa p l a n t a c i ó n 
(Acosta, 1991; Nieto y Gómez, 1991). 

La PC se expresa i n t e r n a m e n t e 
como una pudrición húmeda y fétida 
de los folíolos de las hojas que aún no 
han abierto, lo cual afecta los folíolos 
superiores y medios del raquis. Por lo 
general, en la PC de la Zona Oriental 
las palmas enfermas se recuperan de 
manera natura l debido a que no se 
c o m p r o m e t e n los tej idos mer i s t e -
máticos, mientras que la PC que afecta 
a la Zona Occidental colombiana y a 
la zona noror ienta l de Ecuador se 
constituye en letal debido a que causa 
d a ñ o s i r r e p a r a b l e s en los te j idos 
internos (Franqueville, 2001). 

Hasta el momento no hay claridad 
sobre la etiología de la enfermedad y 
se ha relacionado con diversos facto­
res abióticos de naturaleza fisiológica 
y biótica de naturaleza patógena. Se 
ha s u g e r i d o que Thielaviopsis 
paradoxa sea el agente causal de la 
PC (Nieto y Gómez, 1991). Estudios 
p r e l i m i n a r e s h a n r e p o r t a d o q u e 
ningún elemento nutritivo en forma 
individual se asocia con la incidencia 
de PC (Gómez, 1995), a u n q u e es 
pos ib le q u e e l d e s e q u i l i b r i o de 
nutr ientes en el suelo, j un to con el 
exceso de a g u a , e n t r e o t r o s , se 
conviertan en factores predisponentes 
a la enfermedad (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 pa lma de acei te amer i cana (E. 
oleifera) y el híbrido interespecífico (E. 
oleífera X E. guineensis, OxG) han 
presentado tolerancia (si no resisten­
cia) a la enfermedad en Colombia 
(Corley y T inker , 2 0 0 3 ; Har t ley , 
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 
c a m p o o b t e n i d a de p l a n t a c i o n e s 
c o m e r c i a l e s ha s u g e r i d o q u e l a 
resistencia presente en E. oleífera y 
en los híbridos OxG es una caracte­
rística con comportamiento mende-
liano (Rocha, 2002). 

Las metodologías de marcadores 
m o l e c u l a r e s sob re el ADN h a n 
ampl iado el campo de acción del 
fi tomejoramiento de cultivos agrí­
colas. Los análisis del genoma con 
base en la detección de polimorfismos 
en los cultivos permiten desarrollar 
m a p a s de l i g a m i e n t o de genes , 
identificar huellas genéticas, hacer 
selección asistida por marcadores e 
investigación de relaciones genéticas 
(Rocha, 2003). La información obte­
nida con las técnicas de marcadores 
m o l e c u l a r e s p e r m i t e e s t a b l e c e r 
relaciones de similitud genética en­
tre accesiones y puede ser usada para 
e j e c u t a r d i s e ñ o s r a c i o n a l e s de 
cruzamientos, conservación de ger-
m o p l a s m a y mane jo de r e c u r s o s 
genéticos (Powell, et al, 1996). 

Los marcadores moleculares de 
mayor u s o en la de tección de la 
variabilidad genética son los RAPD, 
AFLP y SSR. Estas técnicas ofrecen 
información sobre las relaciones in­
ter e in t raespec í f i cas y pe rmi ten 
d e s a r r o l l a r e s t r a t e g i a s p a r a e l 
mejoramiento de cada especie o para 
la obtención de h íbr idos exitosos 
(Shah, et al, 1994). La técnica RAPD 
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(polimorfismos de ADN amplificado 
a l e a t o r i a m e n t e ) pe rmi t e d e t e c t a r 
secuencias polimórficas ut i l izando 
cebadores sencillos que amplifican 
f r a g m e n t o s a r b i t r a r i o s del ADN 
blanco. La técnica de AFLP (polimor­
fismos en la longitud de los frag­
mentos amplificados) se utiliza para 
la obtención de un gran número de 
marcadores moleculares distribuidos 
en el genoma (Vos, et al., 1995). Los 
SSR son r eg iones de s e c u e n c i a s 
repet idas que es tán d is t r ibuidas a 
todo lo largo del genoma. Dichas 
regiones presentan un alto nivel de 
polimorfismo (Rocha, 2003). 

Los e x p e r i m e n t o s t í p i cos de 
programas de mejoramiento, análisis 
de d ivers idad gené t i ca en pobla­
ciones naturales y caracterización de 
germoplasma comprometen por lo 
general a centenas o millares de indi­
viduos. En este contexto, las técnicas 
de RAPD, AFLP y SSR se constituyen 
en herramientas valiosas que permi­
ten llevar a cabo análisis genéticos 
deta l lados de un gran n ú m e r o de 
marcadores (Grattapaglia, et al, 1992). 

Una alternativa para el manejo de 
las enfermedades es el mejoramiento 
gené t ico . Un ejemplo c la ro es la 
generación de variedades de palma 
africana resistentes a la Fusariosis 
(Franquevi l l e y R e n a r d , 1990). 
Cenipalma, mediante el programa de 
mejoramiento genético, busca desa­
rrollar mater ia les to lerantes adap­
tados a las dist intas zonas produc­
toras colombianas, para lo cual cuenta 
con un laboratorio de marcadores 
moleculares, que incorpora metodo­
logías que podrían acelerar el proceso 
de selección de material tolerante a 
la PC. 

Materiales y métodos 

El presente estudio se llevó a cabo en 
e l l a b o r a t o r i o de m a r c a d o r e s 
moleculares de Cenipalma (Bogotá). 
Las palmas muestreadas provinieron 

de lotes comerc ia les de las p lan­
t a c i o n e s La C a b a ñ a , P a l m a r del 
Oriente y el banco de germoplasma 
de Cenipalma (Campo Experimental 
Palmar de La Vizcaína). 

El mater ia l vegetal utilizado in­
cluyó folíolos de palma provenientes 
de los cruces Ekona/ Deli x Ekona (20 
muestras); Ekona/ Deli x La Mé (20 
m u e s t r a s ) ; T a n z a n i a x Avros (13 
muestras) y Deli x Avros (14 muestras), 
suministrados por la plantación Pal­
m a r del O r i e n t e . El m a t e r i a l E. 
guineensis IRHO (29 m u e s t r a s ) 
provino de la plantación La Cabaña y 
el material E. oleífera (41 muestras) 
del banco de germoplasma (Rey, et al., 
2003). En total se anal izaron 137 
muestras. 

Extracción del ADN de la palma de aceite 

La metodología de la extracción del 
ADN nuclear se realizó inicialmente 
de confo rmidad con el pro tocolo 
reportado por Rocha (2002). Sin em­
bargo, se generó u n a nueva meto­
dología de aislamiento de ADN que se 
describe a continuación. 

Los folíolos fueron marcados, regis­
t r a d o s y f ina lmente i n c u b a d o s a 
-70°C, para luego realizar la ruptura 
de te j idos y p a r e d e s c e l u l a r e s 
utilizando nitrógeno líquido. El tejido 
finamente pulverizado se almacenó 
en tubos de 15 ml (falcon) a -70 °C 
has ta su uso. Para la extracción de 
ADN se colocaron 500 mg de tejido 
en un tubo eppendorff de 2.0 ml 
previamente enfriado. A esta cantidad 
de tejido se le añadieron 1,2 ml de 
solución de extracción (Tris HC1 100 
mM, pH 8.0; EDTA 50 mM, pH 8.0; 
NaCl 500 mM; β-mercaptoetanol 10 
mM y 1% (p/v) de PVP-360.000) 
p r e c a l e n t a d a a 65°C. El p r o c e ­
dimiento de extracción se llevó a cabo 
en cámara extractora de vapores. 

La mezc l a se ag i tó a m á x i m a 
velocidad du ran t e 5 segundos con 
un agitador vortex™, posteriormente 
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se agregaron 85 µl de SDS (dodecil 
sulfato de sodio) al 20% para solu-
bilizar proteínas y membranas . Los 
tubos que con ten ían la mezcla se 
incubaron en baño maría a 65°C du­
ran te 30 minutos . Para facilitar la 
h o m o g e n e i z a c i ó n del te j ido y la 
solubilización del ADN en la solución 
de extracción, la mezcla se agitó cada 
10 minutos. Luego se agregaron 390 

de acetato de potasio 5 M a cada 
mezcla para precipitar las proteínas. 
La mezcla se centrifugó a 12.500 xg 
durante 15 minutos. El sobrenadante 
se transfirió a un tubo limpio y se le 
adicionó 1 ml de isopropanol frío para 
precipitar los ácidos nucleicos. La 
mezcla se incubó a -20°C du ran t e 
toda la noche. Después se centrifugó 
a 25.000 xg, durante 30 minutos. Se 
desechó el líquido, teniendo cuidado 
de no perturbar el botón de ADN. Para 
lavar las sales se utilizaron 2 ml de 
e t a n o l al 7 0 % y en s e g u i d a se 
centrifugó a 25 .000 xg, d u r a n t e 3 
minutos. Finalmente, se dejó secar el 
botón a temperatura ambiente y se le 
adicionó un volumen de 350 (µl de 
solución TE-ARNasa (Tris HC1 10 mM, 
pH 8.0; EDTA 1 mM, pH 8.0 y 5 mg/ml 
de ARNasa). La mezcla se incubó a 
37°C d u r a n t e 15 m i n u t o s p a r a 
degradar el ARN presente . El ADN 
obtenido se almacenó a 4°C para su 
posterior utilización. 

Cuantificación del ADN 

La cuantificación del ADN se realizó 
mediante un método comparat ivo, 
empleando como patrón de referencia 

ADN genómico de t o m a t e s u m i ­
nistrado por el kit AFLP Analysis Sys­
tem I. El procedimiento consistió en 
realizar u n a electroforesis en gel de 
agarosa al 0,7% teñido con bromuro 
de etidio (0,5 | ig/ml), en el que se 
sembró el patrón de ADN de tomate a 
diferentes concentraciones (25, 50, 
100 y 200 ng/µl) y las muest ras de 
ADN por cuantificar. La determina­
ción de las concentraciones de las 
bandas se realizó sobre un transilu­
minador de luz ultravioleta (TFX-35M 
Life Technologies) mediante la compa­
rac ión de la f luorescencia de los 
patrones con las distintas muestras. 

Implementación de técnicas 

RAPD (polimorfismo de ADN amplificado 

aleatoriamente) 

E s t a t é c n i c a e s t á b a s a d a en l a 
metodología de la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR, por sus siglas 
en inglés) y consis te en la ampli­
ficación de fragmentos de ADN con un 
cebador de diez nucleótidos que se 
a l inea al ADN molde de m a n e r a 
aleatoria (Rocha, 2003). 

La implementación de esta técnica 
se b a s ó en la metodolog ía origi­
nalmente descrita por Williams, et al, 
(1990). Se emplearon cinco cebadores 
anter iormente evaluados en pa lma 
(Ochoa, et al, 1997) (Tabla 1). Para la 
reacción de amplificación se utiliza­
ron 50 ng de ADN, solución tampón 
1X (Tris-HCl 20 mM, pH 8.4; KC1 50 
mM ), MgCl2 3 mM, 2 µM de cebador 
(sintetizado por Invitrogen), 200 µM de 
dNTP (Invitrogen) y 2.5 U de Taq DNA 
polimerasa (Invitrogen). El volumen 
total de la reacción fue de 25µl. 

Las reacciones transcurrieron en 
un termociclador PTC-100 (MJ Re­
search), programado de la siguiente 
manera : 3 minu tos a 94°C (dena-
turación inicial), seguido por 35 ciclos 
de ampli f icación, c a d a uno com­
puesto por los siguientes pasos: 94°C 
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duran te 1 minuto , 36°C duran te 1 
minuto (alineamiento), 72°C durante 
2 minu tos (extensión). Un paso de 
extensión 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 al 1,4% en TBE 1X 
(Sambrook y Russell, 2001). El gel fue 
teñido con bromuro de etidio y las 
b a n d a s v i s u a l i z a d a s a t r avés del 
t ransi luminador. 

Microsatélites 

Los microsatél i tes son regiones de 
secuencias repetidas (conocidas tam­
bién como SSR, por sus siglas en 
inglés) que es tán dis t r ibuidas a lo 
largo del genoma. Se caracterizan por 
estar «flanqueadas» por secuencias 
a l tamente conservadas . Dichas se­
cuencias microsatélites pueden ser 
amplificadas mediante PCR usando 
cebadores específicos, diseñados a 
partir de las secuencias flanqueantes 
conse rvadas de los microsa té l i t es 
aislados de u n a genoteca genómica 
(Rocha, 2003). 

Condiciones de amplificación 

La amplificación de los microsatélites 
mediante PCR se llevó a cabo en un 

volumen final de 25 µl. Se utilizaron 
50 ng de ADN y se emplearon los 
cebadores reportados por Billotte, et 
al. (2001) (Tabla 2). La r eacc ión 
contenía: solución tampón 1X (Tris-
HC1 20 mM, pH 8.4 y KC1 50 mM), 
MgCl 1,5 mM; 0,2 µM de cada cebador 
(sintetizado por Invitrogen); 200 }µM 
de dNTP (Invitrogen) y l U de Taq DNA 
polimerasa (Invitrogen). 

Las condiciones de amplificación 
fueron las s iguientes : 1 minu to a 
95°C (denaturación inicial), seguido 
por 35 ciclos de amplificación, cada 
uno compues to por los s iguientes 
intervalos de temperatura: 94°C du­
rante 30 segundos; 52°C durante 1 
minuto y 72°C durante 2 minutos. Un 
paso de extensión final a 72°C du­
rante 8 minutos. 

Elaboración del gel denaturante de poliacrilamida 

Para la verificación del p r o d u c t o 
amplificado se realizó u n a electro-
fores i s en gel d e n a t u r a n t e de 
poliacrilamida al 5% y 8 M de urea, 
conforme al protocolo del laboratorio 
de m a r c a d o r e s m o l e c u l a r e s de 
Cenipalma (Rocha y Arias, 2004). 

La solución de poliacrilamida al 
5% y 8M de urea se preparó adicio­
nando 17 ml de acrilamida al 30% 
(1,5 g de N-N' metilen-bis-acrilamida, 
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28,5 g de acrilamida y 80 ml de agua 
dest i lada desionizada), 48 ,05 g de 
urea y 20 ml de buffer TBE 5X, has ta 
completar un volumen de 100 ml con 
a g u a des t i l ada des ionizada (Milli-
Q lus conductividad de 0,055 µS/cm). 

El lavado de los vidrios y la cámara 
de s e c u e n c i a c i ó n (Sequi-Gen cell 
3 8 x 5 0 , Bio-Rad) se rea l izó con 
a b u n d a n t e agua y jabón comercial 
(Axion). Posteriormente los vidrios se 
l i m p i a r o n t r e s veces con e t a n o l 
absoluto. Se esparcieron 600 µl de la 
solución de pegado (1µ1 de bind si-
lane [Sigma], 5 µl de ácido acético gla­
cial y 954 |il de etanol al 95%) a través 
de todo el vidrio. La solución aplicada 
al vidrio se dejó evaporar durante 5 
minutos. De igual forma se aplicaron 
5 ml de a n t i e m p a ñ a n t e comercial 
(Lluviex) al vidrio de la cámara y se 
dejó evaporar d u r a n t e 5 minu to s . 
Finalmente, se a rmó la cámara de 
acue rdo con las ins t rucc iones del 
fabricante. 

En un vaso de precip i tado que 
contenía 100 ml de poliacrilamida se 
adicionaron 60 µl de temed (Sigma) y 
300 |il de persulfato de amonio al 10% 
(p /v ) . La so luc ión se sirvió con 
cuidado con u n a jeringa plástica de 
50 ml. La polimerización del gel duró 
toda la noche. 

La c á m a r a de electroforesis fue 
e n s a m b l a d a a l s i s t ema según las 
i n s t r u c c i o n e s del f a b r i c a n t e . La 
precorrida se realizó sembrando 2 µl 
de solución de ca rga 2X (95% de 
formamida, 0,05% de azul de bromo-
fenol y 0 , 0 5 % de x i lene cyanol) , 
dejando un pozo de por medio para 
verificar el estado de los mismos. La 
fuente de poder (Power Pac 3000, Bio-
Rad) se programó p a r a que sumi­
nistrara 100 W constantes durante 20 
m i n u t o s , t i e m p o su f i c i en te p a r a 
alcanzar una temperatura de 50°C. 

A 25 µl de muestra, resultado de la 
amplificación, se le añadieron 15 µL 
de solución de carga 2X. Las muestras 

se denaturaron a 94°C durante 3 mi­
n u t o s en el t e r m o c i c l a d o r , y de 
inmediato fueron enfriadas en u n a 
cubeta con hielo. El exceso de urea 
se removió de los pozos con u n a 
jeringa y se sirvieron 5 µl de cada 
m u e s t r a previamente desna tu ra l i ­
zada a cada pozo. La duración de la 
electroforesis fue de 1,5 horas. 

Tinción del gel con nitrato de plata 

Una vez finalizada la electroforesis se 
desarmó la cámara y se colocó el gel 
(pegado al vidrio) en agitación durante 
20 minutos, dentro de una cubeta de 
acrílico que contenía solución fijadora 
(ácido acético 10%). Luego el gel se 
lavó dos veces con agua dest i lada 
desionizada, durante 1 minuto cada 
vez, con agitación cons t an t e (100 
r.p.m.). Posteriormente el gel se incubó 
en solución de tinción (2 g de AgNO3, 
3 ml de formaldehído al 37%, en 2 L 
de agua), con agitación permanente y 
comple t a o s c u r i d a d , d u r a n t e 3 5 
minutos. El exceso de plata se retiró 
con agua destilada desionizada du­
rante 5 segundos. Después el gel se 
mantuvo en agitación constante y bajo 
oscuridad, durante 4 minutos (o hasta 
visualizar las bandas) en la solución 
de revelado (60 g de Na CO3 3 ml de 
formaldehido al 3 7 % y 400 |il de 
tiosulfato de sodio [10 mg/ml] en 2 L 
de agua), previamente enfriada a 4°C. 
Por último, el gel se incubó durante 5 
minutos en solución de parada (ácido 
acét ico 10%) y se lavó d u r a n t e 5 
m i n u t o s con a g u a d e s t i l a d a 
desionizada. El gel teñido se dejó secar 
a temperatura ambiente durante toda 
la noche. La imagen del gel se llevó a 
formato e lec t rón ico m e d i a n t e la 
utilización de un escáner (HP ScanJet 
3200C). 

AFLP (polimorfismo en la longitud de los 

fragmentos amplificados) 

El e n s a y o de AFLP c o m b i n a la 
especificidad, resolución y poder de 
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muestreo de la digestión con enzimas 
de res t r i cc ión con la velocidad y 
practicidad de la detección de poli­
morfismos vía PCR (Vos, et al, 1995). 
Para el desarrollo de la técnica de 
AFLP se utilizó el kit AFLP Analysis 
System I (Invitrogen). Sin embargo, se 
realizaron modificaciones al manual 
suminis t rado por el fabricante, las 
c u a l e s son p r e s e n t a d a s a con t i ­
nuación: 

Digestión del ADN 
La digestión enzimática se realizó en 
un volumen final de 25 (µl, adicio­
nando a 270 ng de ADN, 2 U de EcoRI, 
2 U de Msel y 5 µl de solución tampón 
de reacción (Tris-HCl 50 mM, pH 7.5; 
acetato de magnesio 50 mM y acetato 
de potasio 250 mM). Posteriormente, 
se incubó la mezcla durante 2 horas 
a 37 °C en un termociclador e inme­
diatamente después se incubó a 70°C 
durante 15 minutos para inactivar las 
endonucleasas de restricción. En este 
paso se almacenaron las reacciones 
a4°C. 

Ligación de adaptadores 
La ligación de los adaptadores a los 
extremos cohesivos de los fragmentos 
de restricción se realizó adicionando, 
a los 25 (µl de la reacción de ADN 
digerido, 24 µl de solución de ligación 
de adaptadores (adaptadores EcoRI/ 
Msel; 0.4 mM de ATP; Tris-HCl 10 mM, 
pH 7.5; acetato de magnesio 10 mM y 
acetato de potasio 50 mM) y 1 µl T4 
DNA ligasa ( lU/µl ) . La mezcla se 
incubó a 20°C durante dos horas en 
el termociclador y posteriormente se 
realizó una dilución 1:10 (10 ml de 
la mezcla de ligación y 90 µl de TE). 
La porción no usada de la mezcla de 
ligación se a lmacenó a -20°C pa ra 
posteriores reacciones. 

Pre amplificación 
La reacción de preamplificación con 
los cebadores que contienen una base 
selectiva (PCR+1) se realizó adicio­
nando a un tubo de PCR de 0,2 ml los 

siguientes componentes: 5 µl de la 
mezcla de dilución (1:10) del paso an­
terior; 40 |il de mezcla de cebadores 
p a r a la p reampl i f i cac ión ; 5µl de 
solución tampón 10X (que contenía 
MgCl2 15 mM) y 1 µl de Taq DNA 
polimerasa (5 U/µl). Las reacciones 
fueron l levadas al t e rmocic lador , 
programado así: 30 segundos a 94°C, 
1 minuto a 56°C y 1 minuto a 72°C, 
du ran t e 20 ciclos. El resul tado de 
e s t a PCR se verificó m e d i a n t e 
electroforesis en gel de agarosa al 1% 
teñ ido con b r o m u r o de et idio. El 
resultado del PCR+1 fue diluido diez 
veces (10 µl de muestra y 90 µl de TE). 
Las reacciones diluidas y no diluidas 
se almacenaron a -20°C. 

Amplificación 
La PCR +3 se llevó a cabo en un 
v o l u m e n final de 20 µL . C a d a 
reacción incluyó 5 µl de ADN (PCR+1 
diluido 1:10), 2 µl de solución tampón 
10X (Tris-HCl 200 mM, pH 8.4; MgCl, 
15 mM y KC1 500 mM), 0,5 µl del 
cebador EcoRl-primer y 4 ,5 µl del 
cebador Msel-primer, 7,9 µl de agua 
d e s t i l a d a y 0,1 µl de Taq DNA 
polimerasa (5 U/µl). Las combina­
ciones de cebadores empleadas aquí 
fueron reportadas, según la literatura, 
como polimórficas p a r a pa lma de 
aceite (Purba, et al, 2000; Rajinder, 
et al, 1998; Barcelos, 1998) (Tabla 3). 
Las r e a c c i o n e s de PCR fueron 
llevadas a cabo durante 30 segundos 
a 94°C, 30 segundos a 65°C y 60 
segundos a 72°C, du ran t e 1 ciclo. 
Pos ter iormente la t e m p e r a t u r a de 
alineamiento bajó 0,7°C en cada ciclo 
d u r a n t e 12 ciclos (touch down) y 
continuó 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 almacenó a 4°C. Para la 
verificación del producto amplificado 
se realizó una electroforesis en gel de 
poliacrilamida al 5% y 8 M de urea, 
teñido con nitrato de plata, conforme 
al protocolo anteriormente descrito. 
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La desc r ipc ión de los m a t e r i a l e s 
analizados con AFLP es mostrada en 
la Tabla 4. 

Análisis de datos 
Las b a n d a s polimórficas en el gel 
fueron registradas visualmente con la 
ayuda de un transiluminador de luz 
blanca. Una banda fue considerada 
polimórfica si e s t a b a p r e s e n t e al 
menos en un individuo y ausente en 
los o t r o s . Se gene ró u n a m a t r i z 
b inar ia , donde las b a n d a s fueron 
contadas como «1» para presente y «0» 
para ausente. 

La mat r iz b inar ia de da tos fue 
convertida en u n a matriz de simi-
laridad de acuerdo con la definición 
de Nei y Li (1979): Sij = 2a / (2a + b + 
c), donde Sij es la similaridad entre 
los individuos i y j; a es el número de 

bandas presentes en ambos i y j; b es 
el número de bandas presentes en i y 
ausentes en j; y c es el número de 
bandas presentes en j y ausentes en 
i. La convers ión de s imi lar idad a 
distancia genética se realizó con la 
ecuación Dij = l-Sij. 

El dendrograma fue construido a 
par t i r de la matr iz de s imilar idad 
agrupando los datos con el método 
UPGMA (Unweighted Pair-Group 
Method Arithmetic Average) utilizando 
el software NTSYS - pc versión 2.11L 
(Rohlf, 2000). 

Resultados y discusión 

Extracción del ADN 

El trabajo con marcadores molecu­
lares involucra el anál is is 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 rápida y 
eficiente. El protocolo que se utilizó 
en e l p r e s e n t e t r aba jo fue u n a 
al ternativa al reportado por Rocha 
(2002). 

Con el procedimiento reportado 
aquí se obtuvo ADN de buena calidad 
(Figura 1), reflejado en su estabilidad 
aún después de un mes de almace­
namiento a 4°C y en la reproduci-
bilidad de los resul tados obtenidos 
con las t écn icas molecula res em­
pleadas . La cantidad total de ADN 
extraído por este método varió entre 3 
|ig y 10 ug de ADN, provenientes de 
500 mg de tejido foliar, es decir, en­
tre 6 y 20 jig de ADN/gramo de tejido, 
valores que son comparables con los 
8 (µg de ADN / g r a m o de tej ido 
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 
a q u í e m p l e a d o se refleja en el 
aislamiento del material genético de 
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un gran número de muestras , cuan­
do se compara con el método anterior­
mente utilizado (Rocha, 2002). Por 
ejemplo, con el método de extracción 
r e p o r t a d o por Rocha (2002) , u n 
operario extrae el ADN de 24 muestras 
a p r o x i m a d a m e n t e e n t r e s d í a s , 
m i e n t r a s que con la metodología 
p resen tada aquí el mismo operario 
puede aislar el ADN de 72 muest ras 
en un día, utilizando sólo 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, 
d a t o s s in p u b l i c a r ) . A d e m á s , l a 
a u s e n c i a de fenol y c loroformo 
disminuye los riesgos de toxicidad 
pa ra el personal ocupacionalmente 
expuesto y tiene un efecto positivo 
sob re el a m b i e n t e deb ido a la 
d i s m i n u c i ó n de la c a n t i d a d de 
res iduos tóxicos generados . En la 
actualidad el método aquí reportado 
es el utilizado de manera rutinaria en 
el laboratorio. 

Estandarización de las técnicas de marcadores 

moleculares 

Los m a r c a d o r e s m o l e c u l a r e s 
detectan la variabilidad que existe en 
el ADN. Las técnicas más empleadas 
incluyen los RAPD, AFLP y micro sa­
télites (Rocha, 2003). Estas técnicas 

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

RAPD 
El número medio de bandas ampli­
ficadas p a r a cada uno de los 137 
m a t e r i a l e s ana l i z ados fue de 26 , 
obtenidas con cinco cebadores. Di­
chos cebadores fueron previamente 
reportados por Ochoa et al. (1997) 
como p o t e n c i a l e s m a r c a d o r e s 
moleculares asociados con la resis­
tencia a PC. Sin embargo, pa ra el 
p resen te es tud io , t a les cebadores 
a r ro ja ron p a t r o n e s monomórf icos 
(Figura 2) y diferentes a los reportados 
(Ochoa, et al, 1997). Estos resultados 
confirman la baja reproducibil idad 
de la técnica RAPD, debido a que ésta 
se basa en la baja especificidad de la 
hibridación del cebador con el molde 
de ADN (Hansen, et al, 1998; Purba, 
et al, 2000; Virk, et al, 2000; Rocha 
2002) y se h a c e ev iden te con la 
aparición de bandas o patrones de 
b a n d a s diferentes a los obtenidos 
i n i c i a l m e n t e . A u n q u e l a t é c n i c a 
RAPD fue e s t a n d a r i z a d a bajo las 
c o n d i c i o n e s del l a b o r a t o r i o y se 
obtuvieron 6.302 p u n t o s de infor­
m a c i ó n , de los c inco c e b a d o r e s 
evaluados en las 137 m u e s t r a s de 
ADN de pa lma de aceite, los resul-

PALMAS - Vol. 25 No.3, 2004 19 



D. Arias; P. Rocha 

tados no fueron informativos para el 
análisis de diversidad y por tanto se 
decidió explorar otro tipo de mar­
cadores. 

Microsatélites 
Los microsatélites están considerados 
por la mayoría de los autores como la 
más poderosa herramienta para los 
estudios de genética de poblaciones 
(Cheng y Cri t tenden, 1994) ya que 
e s t o s m a r c a d o r e s son a l t a m e n t e 
pol imórf icos , p r e s e n t a n h e r e n c i a 
m e n d e l i a n a s imple , son codomi-
nantes (es decir, se pueden diferen­
ciar individuos homocigotos de los 
he t e roc igo tos ) y g e n e r a n d a t o s 
reproducibles. 

La metodología de microsatélites 
fue es tandar izada en el laboratorio 
utilizando la información que de las 
secuencias publicaron Billotte, et al. 
(2001). El número medio de alelos por 
locus fue de 12, obtenidos de las diez 
combinaciones de cebadores. De es-

t a s diez combinac iones (Tabla 2), 
solamente tres fueron monomórficas 
(mEgCIR0018 , m E g C I R 0 2 1 9 y 
mEgCIR0221). Las r e s t a n t e s siete 
c o m b i n a c i o n e s p e r m i t i e r o n a m ­
plificar 42 alelos con tamaños ente 
109 y 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
ció amplificación y a u n q u e dichos 
materiales fueron evaluados varias 
veces , no se p u d i e r o n d e s c a r t a r 
inconvenientes técnicos y se prefirió 
no incluirlos en el análisis a consi­
derarlos alelos nulos. El porcentaje de 
polimorfismo alélico fue estimado en 
45%. 

Con la t é c n i c a de SSR se 
obtuvieron 7.672 pun tos de infor­
m a c i ó n . Dicha in fo rmac ión fue 
empleada para calcular d is tancias 
genéticas (Tabla 5) y posteriormente 
se utilizó en la elaboración de un 
dendrograma (Figura 4). 
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Los valores de distancias genéticas 
permitieron establecer que la diver­
genc i a g e n é t i c a (med ida de l a s 
diferencias entre individuos de u n a 
población) entre E. guineensis y E. 
oleífera es baja, con f i rmando l a s 
a p r e c i a c i o n e s de Ba rce los , et al. 
(2002), quienes encontraron que la 
divergencia genética entre estas dos 
especies era muy baja y de la misma 
magni tud que la encon t rada entre 
m i e m b r o s de E. oleífera. Dichos 
resultados sugirieron que, en térmi­
nos evolutivos, e s tas dos especies 
poseían un origen común y un geno-
ma conservado para el género Elaeis 
(Barcelos, et al, 2002; Barcelos, 1998). 
Dicha conclusión resal ta la impor­
tancia de llevar a cabo acciones para 
explorar la diversidad de E. oleífera 

(Rey, et al., 2003) y evidencia las 
posibilidades reales para incorporarla 
en el acervo genét ico de E. gui-
neensis. 

Con el análisis UPGMA se pudo 
a p r e c i a r l a fo rmac ión de c u a t r o 
g r u p o s (F igura 5) en d o n d e los 
materiales E. guineensis se mezcla­
ron con E. oleífera. Los materiales E. 
oleífera que p r e s e n t a n to l e ranc ia 
(incluso resistencia) a la PC presen­
taron valores de distancia altamente 
significativos, lo cual sugiere u n a 
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 híbridos OxG, particularmente en 
Ecuador (Rocha y Arias, 2004). No se 
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encontraron diferencias significativas 
entre los valores de las distancias de 
los materiales E. guineensis que pre­
sentaban susceptibilidad o tolerancia 
a la PC. Sin embargo, para determinar 
la relación entre los agrupamientos 
o b t e n i d o s y la t o l e r a n c i a a la 
enfermedad se realizó la prueba Chi-
c u a d r a d o , p a r a l a cua l se se lec­
cionaron dos grupos representativos 
del dendrograma obtenido con los 
SSR (Figura 5). De c a d a u n o se 
contaron los individuos tolerantes y 
s u s c e p t i b l e s que c o n f o r m a b a n el 
grupo. Como resul tado se encontró 
que el Z ca lcu lado fue a l t a m e n t e 
significativo, por tanto, se aceptó la 
hipótesis alterna que sugiere que la 
c a r a c t e r í s t i c a de to l e ranc ia a PC 
puede es tar asociada con el grupo 
representa t ivo formado den t ro del 
dendrograma, lo cual se evidencia en 
la concentración en un mismo grupo 
de los m a t e r i a l e s E. oleífera y E. 
guineensis tolerantes a la PC. 

Es de anotar que la separación de 
los individuos resistentes a la PC se 
debe a la contribución que para el 
a n á l i s i s hizo la c o m b i n a c i ó n de 
cebadores PRO IF/PRO IR (que ampli­
fican el locus mEgCIR0304, Billotte, 
et al, 2001). De manera adicional se 
e n c o n t r ó que la c o m b i n a c i ó n de 
c e b a d o r e s P R 0 5 F / P R 0 5 R {locus 
mEGCIR0067) permitía 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, 
s í es pos ib le c o n s i d e r a r l o s como 
bandas de interés para el programa de 
mejoramiento. Es necesar io incor­
porar estos hallazgos en el programa 
de mejoramiento para la validación de 
la información obtenida. 

En palma de aceite es importante 
no dejarse deslumhrar con resultados 
como el aquí presentado. El ejemplo 
más conocido que soporta la anterior 
afirmación es tá relacionado con la 
identificación de marcadores mole-

culares asociados con la caracterís­
t ica de grosor del cuesco . Varios 
marcadores han sido reportados en 
c ruces pa r t i cu l a re s , sin embargo , 
cuando se p rueban en cruces dis­
t i n t o s e l p o t e n c i a l m a r c a d o r n i 
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 decidió implementar la técnica de 
AFLP para analizar doce de los indi­
v iduos r ep resen ta t ivos y con t r a s ­
t a n t e s d e los g r u p o s g e n e r a d o s 
median te microsaté l i tes . La razón 
para esta selección estuvo asociada 
con los elevados costos que los AFLP 
represen tan para el laboratorio de 
C e n i p a l m a (P. Rocha , d a t o s s in 
publ icar) . Siete combinac iones de 
AFLP fueron seleccionadas y evalua­
das (Tablas 3 y 4) con base en los 
resultados que se han reportado para 
p a l m a de ace i te en la l i t e r a t u r a 
(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 t écn icas de RAPD y mic rosa ­
télites. Un total de 258 bandas poli-
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mórficas fueron reportadas (Figura 5). 
La combinación de cebadores E-ACT/ 
M-CTA presentó el mayor número de 
polimorfismos (Tabla 6). 

De los siete cebadores evaluados 
en los 12 materiales se obtuvieron 
5.748 p u n t o s de información que 
fueron utilizados en la elaboración de 
un dendrograma (Figura 6). En éste 
s e p u e d e n a p r e c i a r dos g r u p o s 
claramente diferenciados conforma­
dos por los materiales E. guineensis y 
E. oleífera. Si bien existe un grado de 
similitud entre las dos especies, los 
valores de distancia genética obte­
nidos sugieren que la diversidad ge­
né t i ca den t ro de E. guineensis es 
limitada y menor que la desplegada 
dentro de E. oleífera, lo cual confirma 
u n a vez más los resultados obtenidos 
con la técnica SSR y se ve reflejado 
en el fenotipo que expresan (Rey, et 
al, 2003). 

Conclusiones 

Las metodologías para la extracción de 
ADN y p a r a la ampl i f i cac ión de 
m a r c a d o r e s t ipo RAPD, AFLP y 
microsatél i tes han sido implemen-
tadas en el laboratorio de marcadores 
moleculares de Cenipalma. El método 
p a r a ex t r acc ión de ADN pe rmi t e 
obtener entre 6 y 20 µg de ADN por 
c a d a g r a m o de te j ido . Sólo se 
necesitan 500 mg de tejido foliar. 

La t é c n i c a RAPD p r o p o r c i o n ó 
información sin conocimiento previo 
del genoma de los individuos anali­
zados, confirmando lo expuesto por 
Grattapaglia, et al, (1992). Sin em­
bargo, el nivel de polimorfismo fue 
nulo a u n ut i l izando los cebadores 
r epo r t ados como polimórficos por 
Ochoa, et al, (1997). La discrepancia 
que resulta de la comparación de los 
dos resultados refleja uno de los más 
grandes problemas (limitantes) que se 
han observado cuando se emprenden 
programas de selección asistida por 
marcadores: los marcadores identifi-



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

Los resultados de los análisis de 
diversidad genética confirman que 
entre las especies E. guineensis y E. 
oleífera 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. oleífera. Además, 
los análisis muestran que la combina­
ción de cebadores PRO 1 OF/ PRO 1 OR 
amplifica un locus (mEgCIR0304) que 
posiblemente esté relacionado con la 
tolerancia a la enfermedad. De igual 
m a n e r a , l a c o m b i n a c i ó n P R 0 5 F / 

PR05R amplifica un focus (mEgCIR0067) 
posiblemente asociado con la suscep­
tibilidad a la PC. Sin embargo, no se 
p r e s e n t a e s t a i n fo rmac ión 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 está orientado a 
la identificación de fuentes de resis­
tencia a la PC. A pesar de los esfuerzos 
real izados, desde hace m á s de 15 
a ñ o s , los conoc imien tos sobre la 
enfermedad (por ejemplo, su herencia 
y fisiología) son muy limitados. Hasta 
hoy no se ha detectado ningún mate­
rial E. guineensis resistente a la PC. 
Además, no se cuenta con procedi­
mientos de inoculación rut inar ios , 
eficaces ni confiables que permitan 
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reproducir los síntomas de la enfer­
medad y poder desarrollar así ensayos 
de resistencia que permitan identi­
ficar materiales promisorios tolerantes 
(Ayala, 1999). Mientras existan dudas 
sobre la caracterización del agente 
causal no se cuente con procedimien­
tos de inoculación eficientes y no se 
desarrol len c ruces con el objetivo 
p r inc ipa l de d e t e c t a r fuen te s de 
resistencia a PC, no será posible (o 
difícilmente se logrará) identificar 
marcadores moleculares asociados a 
la PC en palma de aceite. Sin embargo, 
la resistencia o, al menos la tolerancia 
a la PC puede ser alcanzada mediante 
la introgresión de características de 
resistencia aparentemente presentes 
en la especie E. oleífera, exclusiva del 
continente americano. 

En plantaciones de palma colom­
bianas se ha observado la tolerancia 
(quizás resistencia) a la PC en los 
híbridos interespecíficos OxG (Zam-
brano, 2004, Torres, et al, 2004). No 
obstante, aunque los resultados en 
Colombia han sido prometedores, en 
plantaciones de Ecuador (en donde 
la PC es de carácter letal), algunos de 
los cruces de híbridos OxG han pre­
sentado susceptibilidad a la enferme­
dad (Rocha, et al, 2004). Por tanto, es 

necesario desarrollar experimentos 
de caracterización de los potenciales 
progenitores E. oleífera para que con 
certeza se incorporen a E. guineensis 
los genes responsables de esta resis­
tencia a la enfermedad. 
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