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RESUMEN

El complejo Pudricion de Cogollo (PC) es una enfermedad que ha causado la destruccién de grandes
plantaciones de palma de aceite en Centro y Suramérica desde que fue reportada por primera vez en la
década del 60, y en la actualidad, la region de los Llanos Orientales presenta una incidencia superior al
60% en areas importantes. Hasta la fecha, rodos los materiales comerciales de palma de aceite han
resultado susceptibles en mayor o menor grado a la PC, mientras que la palma americana de aceite o noli
y el hibrido interespecifico entre las dos especies han mostrado tolerancia a la enfermedad. A pesar de
que no hay una total claridad respecto al agente causal, se determiné establecer una relacion entre un
marcador molecular del tipo RAPD y la resistencia a PC, con el fin de identificar individuos portadores
de esta caracteristica. De 303 “primers” o cebadores que se evaluaron utilizando mezclas de ADN y con
un proceso de tamizado con materiales susceptibles y resistentes, se identificaron cinco cebadores
altamente polimorficos, de los cuales solo el A8 conservo su caracteristica discriminante entre materiales
susceptibles y resistentes a PC, aunque la distancia entre el marcador y el gen permitié un cierto grado
de recombinacién inferior al 10% en toda la poblacién evaluada, por lo cual se contintian buscando
cebadores que estén mas estrechamente ligados a la region que codifica para la resistencia a PC.

SUMMARY

The bud rot complex (BR) is a disease that has caused the destruction of large plantations of oil palm
in Central and South America since it was reported in the 60's. Presently, in the eastern plains of
Colombia, BR occurs at an incidence as high as 60% in extensive areas. To date all commercial oll palm
materials have been more or less susceptible to BR while the American oil palm and the interspecific hybrid
between the two species have presented tolerance to the disease. In spite of the fact that there still Is not
total clarity as to the causal agent, a relationship was established between a RAPD molecular marker and
resistance to BR, with the purpose of identifying individuals with this characteristic. Of 303 primers
evaluated using mixtures of DNA, and through a screening of susceptible and resistant materials, five
highly polymorphic primers were identified, of which only operon A8 conserved its discriminating
character among susceptible and resistant materials. The distance between the marker and the gene
appears to permit recombination in the range of 10% in the total population evaluated, reason for which
the search continues for markers that are more ciosely linked to the region coding for resistance to BR.
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INTRODUCCION

a enfermedad conocida como Complejo Pudricion
Le Cogollo (PC) en palma de aceite (Elaeis
guineensis Jacq.) ha causado la destruccion de grandes
plantaciones de palma de aceite en Centro y Suramérica.
Entre 1964 y 1970 destruy6 el 60% de las palmas en la
plantacién La Arenosa en Turbo, Colombia (Nieto y
Gomez 1991).

En 1985, la PC se registro en la regiéon de Tumaco,
ocasionando pérdidas del 0,8% de palmas en una
plantacion de 25 ha., sembradas con material Tenera
(Jiménez y Pefia 1988). Para 1988, la enfermedad
reaparecio en Colombia con alta incidencia en algunas
plantaciones de los Llanos Orientales y con casos
aislados en las Zonas Norte y Occidental (Gomez
1995).

Hasta la fecha, todos los materiales comerciales de
palma de aceite se han mostrado, en mayor o menor
grado, susceptibles a la pudricién de cogollo (PC),
mientras que la palma americana de aceite o noli
(Elaeis oleifera (H.B.K.) Cortez) y el hibrido
interespecifico de las dos especies han mostrado
tolerancia a la enfermedad. La solucion definitivay mas
economica para el control de la PC, a mediano y largo
plazo, es laincorporacion de la resistencia de la palma
americana en materiales hibridos comerciales, tratando
de afectar lo menos posible el rendimiento de los
materiales comerciales de palma de aceite y
conservando la calidad del aceite del noli.

Aunque todavia no se ha podido establecer con
toda claridad si el disturbio es causado por un factor
bidtico o abidtico, los mas recientes estudios realizados
en Cenipalma sugieren la posibilidad de que un grupo
de hongos, entre los cuales se encuentranThielaviopsis
sp. y Fusarium solani (Mart.) App. et Wr.. actlien como
agentes causales, pero estos a su vez necesitan ciertas
condiciones de predisposicion para su establecimiento
y expresion como patdégenos en el tejido de la palma
(Nieto et al. 1996).

Si bien es cierto que la mayoria de los métodos de
fitomejoramiento para incorporar resistencia genética
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a un patdégeno requieren del conocimiento del agente
causal, las nuevas técnicas en biotecnologia permiten
establecer una relacién entre un marcador moleculary
una caracteristica de interés, que en este caso seria la
tolerancia a la enfermedad, lo cual permitiria identificar,
de una manera rapida y segura, plantulas tolerantes en
la etapa de vivero, con un ahorro considerable en
tiempo y recursos econdémicos.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha
facilitado los estudios genéticos en plantas y animales.
Unavariaciéon de la PCR es la amplificacidn aleatoria del
ADN polimérfico (RAPD) que genera un marcador de
ADN con un solo oligonucleétido utilizado como cebador
(Welsh y McClelland 1990; Williams et al. 1990). El
polimorfismo generado puede ser el resultado de
mutaciones puntuales, inserciones, deleciones o
inversiones. Los RAPD son generalmente marcadores
dominantes y presentan untipo de herencia mendeliana
simple (Griffing y Griffing 1994).

La simplicidad de esta técnica ha permitido su uso
en el andlisis de marcadores moleculares asociados
con genes de resistencia en diferentes cultivos, como:
arroz (Yamazaki et al. 1994), frijol (Haley et al. 1994) y
tomate (Klein-Lankhorst et ai. 1991), entre otros. En
palma de aceite se han utilizado los marcadores RAPD
para determinar variabilidad genética dentro de la
especie (Shah et al. 1994).

Unaforma de optimizar el programa de mejoramiento
para resistencia a PC consiste en utilizar las nuevas
técnicas en biotecnologia y especificamente la de los
polimorfismos en el ADN aleatoriamente amplificados
(RAPD) para establecer una relacion genética entre
éstos y la caracteristica de resistencia, y asi poder
identificar palmas resistentes en poblaciones
segregantes.

El objetivo del presente estudio fue identificar uno o
varios marcadores RAPD que estén asociados con
materiales resistentes a PC para poder identificar los
genotipos portadores de esta caracteristica en
poblaciones segregantes en etapa de vivero, ahorrando
de esta manera tiempo y recursos econémicos.
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MATERIALES Y METODOS

| presente estudio se llevé a cabo en el Laboratorio
e Marcadores Moleculares del CIAT, mediante un
convenio interinstitucional con Cenipalma.

Como material vegetal se utilizo el tejido basal de la
flecha de 36 materiales de£. oleifera de origen brasilefio
(Coari), colombiano (Sina) y peruano (Jenaro Herrera),
12 genotipos de E. guineensis, 13 materiales hibridos
F1 de E. oleifera x E. guineensis y 46 individuos
susceptibles de varios retrocruzamientos
gue habian presentado la enfermedad,
mas otros 45 individuos de un
retrocruzamiento localizado en un foco
de PC entre los que se encontraban

Los materiales

(dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 0,1 mg/ml de albdmina
sérica bovina (BSA), 2,5 mM de MgCl2, 1 unidad de
enzima Taq polimerasa , 0,4 [xM de cada cebador
(oligonucleoétido cebador) evaluado y aproximadamente
50 al de aceite mineral para cubrir cada muestra.

Los cambios de temperatura necesarios para esta
reaccion de amplificacién se realizaron en un
termociclador programado con los siguientes periodos
de tiempo: 5 minutos a 94°C, temperatura inicial de
denaturacion, seguido por 35 ciclos de amplificacion,
cada uno compuesto por los siguientes
intervalos de temperatura : 94°C por un
minuto, 36°C por un minuto (temperatura
de alineamiento), 72°C, por dos minutos
(temperatura de replicacién de molde)

palmas sanas y enfermas. Todos estos -/”(I’ on y, al final del ultimo ciclo, 5 minutos a
materiales fueron suministrados por las .\'HIHi”f.\'”'(!(f(l\' 72°C, tiempo en el cual se permite
plantaciones Indupalma en San Alberto culminar los productos parcialmente
(Cesar) y La Cabafia y Unipalma, en por /H.‘\' replicados, quedando las muestras a

Cumaral (Meta).

Para la extraccién del ADN, el tejido
recolectado de todas las muestras se
macerd con nitrégeno liquido hasta
obtener entre 7y 10 g de un polvo fino,
del cual se extrajo el ADN utilizando el
protocolo de extracciéon de frijol
desarrollado por el CIAT (Gonzalez et al.
1995), al que se le introdujeron
modificaciones relacionadas con un
lavado adicional de cloroformo-octanol
para remover la mayor cantidad de
fenoles, proteinas y detergente, y un incremento de 1,2
a 2% de (B-mercaptoetanol y de 1,0 a 1,5% de PVP en
el buffer de extraccién de Dellaporta et al. (1983).

Para generar los marcadores RAPD se utilizaron 303
decanucleétidos cebadores o "primers" del grupo
Operon. cuyos porcentajes de guanina-citocina oscilan
entre 60 y 70% con una temperatura de fusién de 32 a
34°C. Estos cebadores corresponden a algunos de los
26 Kits o conjuntos de la A a la Z suministrados por
Operon Technologies.

La amplificacion de los ADN mediante la reaccion en
cadenade la polimerasa (PCR) se hizo segun el protocolo
de Williams etal. (1990). Paralareaccion de amplificacion
se utilizaron 50 ng de ADN en un c6ctel que contiene
una concentracion de 10 mM de buffer tris-HCI con pH
8,8, 50 mM de KCI, 2,0 mM de cada deoxinucleétido
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plantaciones
Indupalma en
San Alberto y
La Cabana y
Unipalma, en
Cumaral.

4°C hasta la etapa siguiente del proceso.

Los productos de amplificacién se
observaron por electroféresis en geles
de agarosa al 1,5% en tampo6n TBE 0.5X
(Sambrook et al. 1989) y revelados por
tinciéon con bromuro de etidio. Cada gel
se expuso a una fuente de rayos
ultravioleta de onda corta (300 nm) y se
fotografié con pelicula instantanea.

Para la seleccion de los cebadores
que pudiesen servir como marcadores
de latolerancia a PC se tuvieron en cuenta varias fases
de andlisis. Primero se evaluaron los 303 cebadores
con ADN de un individuo E. oleifera, un individuo E.
guineensis y una mezcla de ADN de retrocruzamientos
susceptibles. De este grupo se escogieron los que
presentaron polimorfismos (bandas presentes en
resistentes y ausentes en susceptibles). Estos
cebadores polimérficos se amplifican nuevamente con
un individuo E. oleifera, una mezcla de hibridos F,, un
material E. guineensis y tres diferentes mezclas de
ADN de materiales susceptibles, buscando cebadores
que generaran bandas en E. oleifera e hibridos F, y
estuviesen ausentes en los materiales susceptibles a la
enfermedad (E. guineensis y retrocruzamientos que
habian presentado la enfermedad). Finalmente, estos
cebadores se amplificaron individualmente en toda la
poblacion de materiales susceptibles de los
retrocruzamientos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De los 303 cebadores evaluados, en la primera
etapa se identificaron 76 que generaron productos
de amplificacion polimoérficos, 26 de los cuales se
seleccionaron en una segunda etapa cuando se
incrementd el numero y tipo de individuos evaluados.
Finalmente se lograron identificar cinco cebadores
promisorios con un total de ocho bandas, entre leves
y marcadas, presentes en materiales tolerantes y
ausentes en materiales susceptibles. Estos cinco
cebadores fueron: A8, H6, B6, W5y L12, cuyo nimero
de bandas, tamafio y secuencia nucleotidica se puede
apreciar en la Tabla 1.

Tabla |. Cebadores seleccionados con su respectiva secuencia y nimero
de bandas polimérficas.

AB | 1,8 GTGACGTAGG

Para la seleccion final del marcador molecular se
amplificod toda la poblacion de retrocruzamientos
susceptibles y materiales resistentes, buscando que la
banda marcadora estuviese siempre presente en todos
los materiales genéticamente resistentes a Pudricién
de Cogollo (E. oleifera e Hibridos F.) y ausente en
todos los individuos de E. guineensis vy
retrocruzamientos que habian presentado Ia
enfermedad en el campo.

De los cinco cebadores promisorios evaluados en
repetidas ocasiones, soélo el A8 conservé su poder
discriminatorio y repetitividad en diferentes individuos,
lo cual asegura su confiabilidad para ser estudiado con
una poblacion estadisticamente significativa. Los demas
cebadores se descartaron por aparecer repetidas veces
la banda marcadora en los retrocruzamientos
susceptibles.

Las tres bandas polimdrficas generadas por el
cebador A8 se pueden apreciar en la Fig.1, siendo la
segunda banda, con un peso aproximado de 1,5 Kb, la
Unica que consistentemente conservo su caracteristica
discriminante entre materiales susceptibles y resistentes
en las evaluaciones posteriores.
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En la Tabla 2 se presentan los primeros resultados
de la evaluacion del cebador A8 con 107 materiales
resistentes y susceptibles, de los cuales 36 de E.
oleifera, de distintos origenes, y 13 hibridos F, resistentes
presentaron consistentemente la banda, y de los
materiales susceptibles ninguno de los 12 de E.
guineensis evaluados presento la banda, y sélo tres de
los 40 individuos en dos poblaciones de
retrocruzamientos la presentaron, lo que daria menos
del 10% de recombinacidn para la banda en estas dos
poblaciones segregantes evaluadas.

Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos
para los materiales susceptibles de las dos poblaciones
de retrocruzamientos se observa cémo todos los casos
de posibles recombinantes aparecen en la poblacion
572, indicando un grado de asociacién variable de la
banda marcadora con el gen que determina la respuesta
a PC y medido por la proporcién de recombinantes
susceptibles con la banda marcadora, que para las
poblaciones evaluadas estuvo entre 0 y 18,75%.

Si se tiene en cuenta que el tamafio poblacional
podria estar influenciando los valores observados, esta

Brema.

CEBADOR Af

Figura |. Bandas polimérficas originadas con el cebador A8 en materiales
resistentes a PC (C,S,P,B,F | ] y ausentes en susceptibles [I,D,Z,P]

E. oleifera- Brasil
hibridos F.
1,D,Z,P: E, guineensis

Pstl: patrén de peso molecular B:
S: E. oleifera- SInu F.:
C: E. oleifera- Coari
P: E. oleifera- Peri
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Tabla 2. Resultados de los primeros 107 individuos analizados con el

cebador A8.
Banda
Material presente ausente
E. oleifera 36 -
| Hibridos 13 -
| E guineensis - 12
Retrocruzamientos susceptibles:
1. Poblacion 569 0 29
2. Poblacién 572 3 13
Total retrocruzamientos 3 40

respuesta diferencial en el grado de asociacion entre el
gen y el marcador estaria no sélo relacionada con el
fondo genético de cada poblacién en particular, lo cual
afectaria la tasa de recombinacion o resistencia, sino
que podria ser el producto de la segregacion de mas
de un gen o la accién de genes complementarios, por
lo cual la banda identificada no seria suficiente para
evidenciar un alto grado de resistencia.

Para poder determinar si realmente el cebador A8
era un buen marcador asociado con materiales que no
manifestaban PC en el campo, se procedié a amplificarlo
con todos y cada uno de los 46 individuos de una de
las poblaciones de retrocruzamiento provenientes de
un foco de PC y a la que previamente se le habian
evaluado solo los individuos con sintomas de PC en el
campo, pero que para esta oportunidad fueron incluidas
también las palmas sanas.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de esta
evaluacién, donde se puede observar que la banda
generada por el cebador A8 en dicha poblacion esta
presentando una segregacion en proporcion 1:1 para
ausencia-presencia (23-23), tal como podria esperarse
para una caracteristica monogénica en una poblacion
de retrocruzamiento. A su vez, la segregacién para PC
en la poblacién no presenta esta misma segregacion
1.1 tedrica para la hipétesis de un gen, lo cual podria
deberse a que gran parte de los 10 casos en los cuales
no se presenta la banda y no se ha reportado PC, sean

Tabla 3. Total de casos de PC y presencia-ausencia de la banda de 1,5
Kb para el cebador A8 en la poblacién 572 de retrocruzamiento.

= Pc

Banda - : Total

10 13 2
20
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escapes o recombinantes que a pesar de no poseer la
banda asociada con laresistencia podrian ser individuos
resistentes, aunque no se podia descartar un tipo de
herencia mas compleja, en la cual el exceso de
individuos aparentemente resistentes seria el producto
de la accién de multiples genes complementarios.

Por otra parte, para determinar sila banda marcadora
en esta poblacion segrega independientemente con
respecto a la presencia de PC, se realiz6 una prueba de
independencia con el método de Chi-cuadrado,
encontrandose un valor significativo entre el 1 y el 5%
de probabilidad para esta prueba (Tabla 4), lo cual
indica que la banda no segrega independientemente
con respecto alareaccion a PC, es decir, que existe un
cierto grado de ligamiento entre el marcador y el gen
de resistencia. Sin embargo, el hecho de presentarse
tres casos en los cuales aparece la banda en materiales
susceptibles, sugiere que el marcador estd muy cerca
de la regiéon que codifica para la resistencia a PC, pero
no lo suficiente como para evitar recombinacion
genética entre el gen y el marcador.

Tabla 4. Valores observados y esperados y prueba de Chi-cuadrado para
determinar el grado de relacion entre la banda marcadora de | ,.5
Kb del cebador A8 y la presencia de PC en la poblacién 572 de
retrocuzamiento.

PC(+)
Banda Observado Esperado
- 13 B
3 8
c2 5,31
Probabilidad 0,01-0,05

Como resultados complementarios se identificaron
38 cebadores que generaron productos de
amplificacion polimdrficos que pueden ser utilizados
posteriormente en estudios de variabilidad genética
entre y dentro de las dos especiesy asi poder conformar
un germoplasma no redundante con una base genética
amplia, la cual permita un mejor y mas eficiente uso del
recurso genético para alcanzar logros importantes en
el mejoramiento de la especie.

CONCLUSIONES

« De 308 cebadores evaluados sélo el A8 y
especificamente la banda de 1,5 Kb demostré tener
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un aceptable nivel de discriminacion y repetitividad
entre materiales susceptibles y resistentes.

En las dos poblaciones de retrocruzamiento
estudiadas se presenta un grado de asociacién
variable entre el marcador y el gen de resistencia
medido por la proporcién de recombinantes
susceptibles que poseen la banda marcadora, cuyo
porcentaje para estas poblaciones estuvo entre 0 y
18,75%, con lo cual al eliminar plantas que no
tengan la banda se estaria eliminando una alta
proporcién de individuos susceptibles.

La banda marcadora del cebador A8 presenté una
segregacion 1:1 para ausencia-presencia en la
poblacion 572 de retrocruzamiento tal como podria
esperarse para una caracteristica monogénica en
este tipo de materiales, mientras que la segregacion
para PC presentd un mayor nimero de individuos
susceptibles de los que se esperarian al azar para
una segregacion 1:1 bajo la hipétesis de un gen, lo
cual podriaindicar un tipo de herencia mas compleja,
pero el exceso de individuos resistentes sugiere la
accion de multiples genes complementarios.

A pesar de que la banda identificada en el cebador
A8 tiene buenas posibilidades de funcionar como
marcador molecular asociado a PC, se debe
continuar con la evaluacion de nuevos cebadores
gue estén mas estrechamente ligados a la region
gue codifica para la resistencia a PC.

En el proceso de identificacion del marcador
asociado con laresistenciaa PC se lograron detectar
38 cebadores que generaron polimorfismos, los
cuales podrian ser utilizados en estudios de
variabilidad genética dentro y entre las dos especies
de palma de aceite.
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