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RESUME 
Todo programa de mejoramiento genético tiene como objetivo principal aumentar la producción y mejorar la 
calidad, seleccionando genotipos sobresalientes que se adapten a nuevas zonas ecológicas, resistentes a 
condiciones adversas y que posean genes favorables según las necesidades del cultivo. Para lograr estas mejoras 
es esencial conocer la variabilidad genética de los materiales disponibles. Por tal razón y con el fin de planificar 
cruzamientos, se están utilizando marcadores moleculares tipo RAPD (Polimorfismo en el ADN Aleatoriamente 
Amplificado) y AFLP (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos Amplificados) como una herramienta adicional 
al registro individual de producción y de medidas vegetativas de 126 palmas Dura de la plantación Promociones 
Agropecuarias Monterrey, seleccionadas por sus características fenotípicas sobresalientes en cuanto a 
componentes de rendimiento, tolerancia a plagas y porte bajo, comparadas con otras del mismo lote. La eficacia 
de estos marcadores consiste en que se relacionan con el genotipo de la planta y ofrecen nuevas posibilidades 
como una mejor caracterización de los materiales, la selección de una colección principal y la identificación de 
duplicados o materiales genéticamente muy parecidos. Para escoger los cebadores que generarán marcadores 
tipo RAPD se trabajó con dos materiales de cada lote y se evaluaron con 137 cebadores identificados como 
polimórficos en estudios anteriores. Finalmente se escogieron 12 cebadores que generaban las mejores bandas 
y se amplificaron con toda la población. Como resultado se obtuvo un dendograma, a partir de RAPD, en el cual 
se puede apreciar la distribución de los materiales con base en sus coeficientes de similaridad genética, esto para 
determinar cuáles son los más relacionados entre sí y después compararlos con sus datos agromorfológicos. El 
trabajo realizado con AFLP sólo cuenta con información parcial, de ahí que no se entreguen aún resultados 
concluyentes. 

SUMMARY 
The main objective of every genetic breeding program is to increase production and enhance quality. by select-
ing outstanding genotypes that wil l adapt to new ecological zones, resistant to adverse conditions and that 
possess favorable genes, according to the crop's necessities. In order to achieve these improvements, it is essen-
tial to know the genetic variability of the materials available. This is why, in order to plan crossings, RAPD 
(Randomly Amplified Polymorphism in the DNA) as well as AFLP (Polymorphism in the Longitude of the Ampli-
fied Fragments) type molecular markers are being used as an additional tool to the individual production regis-
try and of vegetative measures of 126 Dura palms from the Promociones Agropecuarias Monterrey plantation, 
selected due to their phenotypic characteristics, outstanding as far as yield components, tolerance to pests and 
low transportation charges, compared to others from the same batch. The efficiency of these markers consists in 
that they relate with the plant's genotype and offer new possibilities such as a better characterization of the 
materials, the selection of a principal collection and the identification of duplicates or materials which are ge-
netically very similar. In order to choose the baits that will generate RAPD type markers, work was carried out 
wi th two materials from each batch and they were evaluated wi th 137 baits, identified as polymorphics in 
previous studies. Finally, 12 baits were chosen which generated the best bands and they were amplified with 
the entire population. As a result, a dendogram was obtained, starting from RAPD, in which the distribution of 
the materials can be seen, based on their genetic similarity coefficients, in order to determine which ones are 
more related among each other and subsequently compare them with their agromorphological data. The work 
done with AFLP is only valid with partial information, that is why no conclusive results are given out yet. 

Palabras claves: Diversidad genética, RAPD, AFLP, Elaeis guineensis, Palma de aceite. 

1 Investigador. Cenipalma. Apartado Aéreo 252171. Bogotá, D.C., Colombia. 
2 Ing. Agrónomo. - Promociones Agropecuarias Monterrey. 
3 CIAT. Apartado Aéreo 6713 Cali, Colombia. 

P A L M A S Vol. 21 N o . Especial, Tomo 1, 2000 3 5 



V. E. Villegas; C. Duran; S. Beebe 

I N T R O D U C C I Ó N 

Para lograr que el mejoramiento genético de un 
cul t ivo sea exitoso, es necesario exp lo tar la 
var iab i l idad genética existente den t ro de la 
especie o especies intercruzables, que posean 
individuos con características deseables , a f in de 
obtener la mejor adaptación con los más altos 
rendimientos, de ahí que sea impor tan te el 
conocimiento de esta variabilidad y la fuente de 
genes disponible para el cult ivo que se desea 
mejorar. 

Para de tec ta r esta v a r i a b i l i d a d se han 
desarrollado técnicas moleculares que permiten 
el acceso al genoma , ca rac te r i zando así 
individuos y poblaciones (Dean y Schmidt 1995). 
Estos marcadores mo lecu la res pueden ser 
probados en cualquier tej ido de la planta y en 
cualquier estado de desarrollo, lo que hace que 
sean ideales en cua lqu ie r p r o g r a m a de 
mejoramiento (Beckman y Soller 1986; Tansley 
et al. 1989). 

La mayor ventaja de esta tecnología sobre las 
práct icas convenc ionales de m e j o r a m i e n t o 
genético es la reducción del t iempo requerido 
para desarrollar una variedad (Manzur y Tigey 
1995). Su aplicabilidad es de particular interés 
en cultivos perennes, como la palma de aceite, 
cuya e x p e r i m e n t a c i ó n gené t i ca puede ser 
demorada y costosa (Cheah et al. 1999). 

Los marcadores moleculares de mayor uso en la 
detección de variabilidad genética lo constituyen 
los RAPD, que es una técnica que permi te el 
c o n o c i m i e n t o de secuencias p o l i m ó r f i c a s 
ut i l izando cebadores sencillos con secuencias 
arbitrarias de oligonucleótidos. El resultado ex
pe r imen ta l es un c o n j u n t o de bandas que 
rep resen tan el c o m p o r t a m i e n t o de la 
variabil idad, y que ofrecen información sobre las 
relaciones inter e intraespecíficas, las cuales 
pueden ser usadas para el mejoramiento indi
vidual de cada especie o para la obtención de 
híbridos exitosos. Además, estos marcadores 
moleculares constituyen un instrumento valioso 
para el especialista en selección, en la medida 
en que le proporcionan una herramienta que los 
medios t r ad i c i ona les no le p e r m i t e n . Sus 

aplicaciones potenciales abarcan, entre otras, la 
i d e n t i f i c a c i ó n de los g e n o t i p o s , ayuda a 
estab lecer es t ra teg ias de c ruzamien tos y 
selección como t a m b i é n el es tud io de la 
diversidad de las poblaciones (Baudin 1992). 

En palma de aceite, los marcadores RAPD han 
sido útiles en la determinación de la variación 
gené t i ca en t re d i f e ren tes accesiones del 
germoplasma (Shah et al. 1994). 

Los AFLP (Amplif ied Fragment Length Polymor-
phism o Pol imorf ismo en la Longi tud de los 
Fragmentos Amplificados) es una tecnología más 
reciente e igualmente se utiliza para la obtención 
de un gran número de marcadores moleculares 
distribuidos en el genoma. Los AFLP combinan 
la especificidad, resolución y poder de muestreo 
de la digestión con enzimas de restricción con la 
ve loc idad y pract ic idad de la detecc ión de 
pol imorf ismos vía PCR. Desde su desarrollo y 
divulgación (Zabeau 1993), esta técnica ha sido 
u t i l i zada en f o rma crec iente para diversas 
f ina l idades como " f i n g e r p r i n t i n g " y mapeo 
genético, principalmente en especies de plantas 
cul t ivadas que presentan una baja tasa de 
polimorfismos de ADN. 

En un cult ivo de importancia económica como la 
pa lma de ace i te , el c o n o c i m i e n t o y la 
preservación de la diversidad genética t ienen un 
valor más que f i losóf ico . Las enfermedades 
pueden destruir fác i lmente poblaciones que 
carecen de suficiente diversidad genética. Este 
cultivo es atacado por enfermedades con efectos 
variables dependiendo del material sembrado, 
pero en conjunto causan pérdidas considerables 
año tras año. Dado que las características de 
interés agronómico se encuentran a menudo en 
poblaciones pequeñas e incluso en unos pocos 
miembros de una población (Debouck 1992), es 
necesario evaluar y preservar la variabilidad de 
los materiales de que se dispone para efectos de 
mejoramiento genético. 

En palma de aceite, el mejoramiento genético 
también cuenta con la posibilidad de obtención 
de híbridos interespecíficos entre Elaeis oleífera 
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y E. guineensis (OxG), a p u n t a n d o a la 
in t rogres ión de genes para altos niveles de 
insa turac ión de ace i te , ba jo c rec im ien to y 
resistencia a plagas y enfermedades. Sin em
bargo, los híbridos presentan también algunas 
desventa jas comerc ia les dado su ba jo 
rend imiento y ester i l idad. Por esta razón, el 
h í b r i d o OxG se cruza n u e v a m e n t e con E. 
guineensis para mejorar estas características 
(Cheah et al 1999). 

Actualmente, el MOPB (Malasyan Oil Palm Board) 
está desarro l lando técnicas moleculares para 
determinar la composición del genoma de las 
progenies, y que por lo tanto puedan ser útiles 
al seleccionar para me jo ramien to genét ico , 
únicamente las plantas con mayor proporción de 
guineensis, reduciendo así el número de ciclos 
para la obtención de una variedad mejorada, 
producto de estas dos especies (Cheah et al . 
1999). 

El o b j e t i v o de este es tud io es conocer la 
diversidad genética de algunos materiales Dura 
de la p lantac ión Promociones Agropecuarias 
Monterrey, que por su to lerancia a plagas y 
buena producc ión, pueden ser ut i l izados en 
estrategias de cruzamiento y selección, y cuyo 
aporte principal lo constituye su adaptabi l idad. 

El p rog rama de me jo ram ien to gené t i co de 
Cenipalma está t ratando de incorporar todas las 
técnicas y metodologías que puedan acelerar e 
introducir características de interés económico al 
mejoramiento genético del cultivo de palma de 
aceite, y la selección asistida por marcadores 
forma parte importante de este objetivo. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Un to ta l de 126 materiales de la Plantación 
Promoc iones Ag ropecua r ias M o n t e r r e y , 
se lecc ionados por p resentar las mejores 
producciones para los años 1990 a 1995 (Ayala 
et. al 2000), pertenecientes a los lotes: 10B5 (54 
palmas), 2F4 (45 palmas) y 4C4 (27 palmas) fueron 
evaluados. 

El procedimiento básico consistió en extraer ADN 
de los folíolos de cada palma uti l izando un buffer 

en el que éste queda disuelto (Dellaporta et. al 
1993). Posteriormente, regiones de este ADN 
pueden ser amplificadas con rapidez y bajo costo. 
El p roced imien to básico es: El ADN de cada 
individuo (o sea de cada palma) se mezcla con 
cebadores o " p r i m e r s " (que son secuencias 
sintéticas cortas y conocidas de nucleót idos, 
unidad estructural del ADN) con una enzima que 
es la encargada de "pegar" estos nucleótidos 
cuando los cebadores encuentren secuencias 
complementarias con determinado individuo. 

Esta mezcla de reactivos se cal ienta a 95°C, 
temperatura a la cual el ADN de cada palma se 
descompone en dos cadenas. A continuación se 
enfría la mezcla para permit ir que los iniciadores 
se enlacen con sus secuencias complementarias 
y es ahí donde la enzima añade los nucleótidos 
copiando selectivamente el ADN específico que 
ahora esta presente en cantidad doble de la origi
nal. Este ciclo se repite una y otra vez y en cada 
ocasión se duplica la cantidad de ADN específica, 
f lanqueada por los cebadores enlazados. En unas 
cuantas horas se pueden generar miles de 
mi l lones de copias de esta reg ión específica 
(Williams et al. 1990). 

Para poder establecer d i ferencias en t re los 
individuos sólo basta comparar estos productos 
de ampli f icación. Una banda presente en una 
palma y ausente en otra indica diferencias en su 
material genético. Estas diferencias son las que 
f inalmente se suman y procesan con el paquete 
estadíst ico NTsys, el cual compara todos los 
individuos y los agrupa acorde a su similaridad 
genética. 

Para este trabajo se uti l izaron 12 cebadores que 
en t raba jos anter io res (Cenipalma 1997) se 
habían considerado como pol imórf icos o que 
servían para es tab lecer d i f e renc ias en t re 
materiales de E. guineensis. Estos 12 cebadores 
g e n e r a r o n 36 bandas p o l i m ó r f i c a s que se 
procesaron en una matriz de unos y ceros (uno 
para las presencias y cero para las ausencias). El 
paquete estadístico u t i l i zado se l lama NTsys 
(Rohlf 1994) y util iza el índice de Jacard, cuyos 
datos posteriormente generan un dendograma 
(d iagrama que representa la re lación ent re 
ind iv iduos según el número de presencia y 
ausencia de bandas) que muestra la distribución 
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de los ma te r ia les acorde con su s i m i l i t u d 
genética. 

Los cebadores utilizados y los polimorfismos de 
cada uno fueron: 

Para comparar los mater ia les se busca una 
medida de semejanza que relacione el número 
de bandas (unos o ceros) que simultáneamente 
compartan dos materiales y posteriormente se 
calculan los coeficientes de simil i tud entre todos 
los individuos. 

RESULTADOS 

A pa r t i r de 36 bandas p o l i m ó r f i c a s y 117 
individuos se generó un dendograma Inicial-
men te hubo 126 ma te r i a les , pero los que 
presentaron algún dato fal tante se dejaron para 
ser incluidos en un análisis posterior. 

El propósito fundamental de este análisis es colo
car conjuntos de individuos en grupos mutua
mente excluyentes, de tal forma que se puedan 
hacer inferencias estadísticas a partir de seme
janzas entre los grupos provistos por el análisis. 
Los grupos establecidos fo rman particiones y 
subdivisiones en conjuntos menores, y reagru
paciones mayores, las cuales varían dependiendo 
del número de bandas compartidas. 

La Figura 1 muestra los patrones generados por 
la ampl i f icación de cinco individuos pertene
cientes a los tres lotes con el cebador B 12. Las 
flechas indican los polimorfismos o bandas que 
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diferenciaban los materiales y que fueron tenidas 
en cuenta para caracterizar esta población. 

Las dos primeras letras en el dendograma (Fig. 
2), identif ican los códigos y las cifras siguientes 
identif ican el número del material. Los números 
iniciales para los lotes no fueron aceptados por 
el p r o g r a m a es tad ís t i co , por ta l razón se 
omit ieron, de tal forma que el primer individuo 
que aparece en el dendograma es B51, lo que 
quiere decir que es el material número uno del 
lote 10B5, y el úl t imo es el material o individuo 
número 16 del lote 4C4 (C416). 

El eje de las x (la axial) muestra los coeficientes 
de similaridad genética, siendo 1 el valor para 
individuos idénticos y 0 para los más distantes. 
La d is tancia se t oma como el valor de 1-S 
(similaridad). 

Los materiales más productivos se encuentran 
distribuidos en todos los grupos, lo cual es de 

Fig. 1 Producto de amplificación generado por el cebador 
B12 con cinco diferentes materiales. Las flechas 
muestran los tres polimorfismos escogidos para este 
estudio. 

Cebador No. de bandas polimórficas 

AE 03 3 
Z 11 4 
Z 03 3 
V 15 4 
B12 03 3 
AJ 10 5 
R 17 1 
I 08 5 
I 05 2 
A 12 1 
Y 10 3 
S 1 2 
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esperarse si se considera que la 
p r o d u c t i v i d a d es una 
caracter ís t ica c u a n t i t a t i v a 
controlada por muchos genes. 
Para planear los cruzamientos 
es de interés cruzar aquellos 
que son muy productivos y con 
las mayores d is tanc ias 
genéticas, con el f in de superar 
su p rop ia p r o d u c c i ó n . Un 
e jemp lo de este t r a b a j o se 
muestra con dos de las palma 
más productivas, 2F4 45 y 2F4 
6 que según sus distancias 
genéticas se ubican en los dos 
ex t remos de la Figura 2, 
señaladas con f lechas. 
Ma te r ia les g e n é t i c a m e n t e 
s imi lares y que al mismo 
t iempo son muy productivos no 
se consideraran para cruzar, ya 
que p o s i b l e m e n t e sus 
componentes de rendimiento 
comparten los mismos genes, 
como por e j e m p l o los 
mater ia les 10B5 22 y 2F4 6 
señalados con f lechas en la 
Figura 2 y como se puede 
observar pe r t enecen a un 
mismo grupo genét icamente 
muy cercano. 

Para a f i na r más este 
d e n d o g r a m a es necesar io 
a u m e n t a r e l n ú m e r o de 
marcadores, b ien sean t i p o 
RAPD u otros, lo que permitiría 
d iscr iminar mejor en t re los 
individuos evaluados. 

Como conclusión de este t ipo 
de análisis se puede decir que 
ofrece nuevas posibilidades en 
la ca rac te r i zac ión de 
pob lac iones , i n t e g r a n d o la 
i n f o r m a c i ó n f e n o t í p i c a y 
genotípica. Permite, además, la 
selección de progenitores de 
una co lecc ión p r i nc i pa l 
r ep resen ta t i va y la i d e n t i 
ficación de duplicados. 

Figura 2. Dendograma de las relativas distancias genéticas entre genotipos de 
materiales Dura de Monterrey. Las flechas indican los individuos escogidos 
como ejemplos dentro de los resultados. 
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