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RESUME

Todo programa de mejoramiento genético tiene como objetivo principal aumentar la produccion y mejorar la
calidad, seleccionando genotipos sobresalientes que se adapten a nuevas zonas ecolégicas, resistentes a
condiciones adversas y que posean genes favorables segln las necesidades del cultivo. Para lograr estas mejoras
es esencial conocer la variabilidad genética de los materiales disponibles. Por tal razén y con el fin de planificar
cruzamientos, se estan 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 produccién y de medidas vegetativas de 126 palmas Dura de la plantacién Promociones
Agropecuarias Monterrey, seleccionadas por sus caracteristicas fenotipicas 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 caracterizacion de los materiales, la seleccion de una coleccion principal y la identificacion de
duplicados o materiales genéticamente muy parecidos. Para escoger los cebadores que generardn marcadores
tipo RAPD se trabajé con dos materiales de cada lote y se evaluaron con 137 cebadores identificados como
polimérficos en estudios anteriores. Finalmente se escogieron 12 cebadores que generaban las mejores bandas
y se amplificaron con toda la poblacion. Como resultado se obtuvo un dendograma, a partir de RAPD, en el cual
se puede apreciar la distribucion de los materiales con base en sus coeficientes de similaridad genética, esto para
determinar cuales son los mas relacionados entre si y después compararlos con sus datos agromorfolégicos. El
trabajo realizado con AFLP sélo cuenta con informacion parcial, de ahi que no se entreguen aun resultados
concluyentes.

SUMMARY

The main objective of every genetic breeding program is to increase production and enhance quality. by select-
ing outstanding genotypes that will 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
with two materials from each batch and they were evaluated with 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.
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INTRODUCCION

Para lograr que el mejoramiento genético de un
cultivo sea exitoso, es necesario explotar la
variabilidad genética existente dentro de la
especie o especies intercruzables, que posean
individuos con caracteristicas deseables, a fin de
obtener la mejor adaptacion con los mas altos
rendimientos, de ahi que sea importante el
conocimiento de esta variabilidad y la fuente de
genes disponible para el cultivo que se desea
mejorar.

Para detectar esta variabilidad se han
desarrollado técnicas moleculares que permiten
el acceso al genoma, caracterizando asi
individuos y poblaciones (Dean y Schmidt 1995).
Estos marcadores moleculares pueden ser
probados en cualquier tejido de la planta y en
cualquier estado de desarrollo, lo que hace que
sean ideales en cualquier programa de
mejoramiento (Beckman y Soller 1986; Tansley
et al. 1989).

La mayor ventaja de esta tecnologia sobre las
practicas convencionales de mejoramiento
genético es la reduccion del tiempo requerido
para desarrollar una variedad (Manzur y Tigey
1995). Su aplicabilidad es de particular interés
en cultivos perennes, como la palma de aceite,
cuya experimentacién genética puede ser
demorada y costosa (Cheah et al. 1999).

Los marcadores moleculares de mayor uso en la
deteccion de variabilidad genética lo constituyen
los RAPD, que es una técnica que permite el
conocimiento de secuencias polimérficas
utilizando cebadores sencillos con secuencias
arbitrarias de oligonucleétidos. El resultado ex-
perimental es un conjunto de bandas que
representan el comportamiento de la
variabilidad, y que ofrecen informacidon sobre las
relaciones inter e intraespecificas, las cuales
pueden ser usadas para el mejoramiento indi-
vidual de cada especie o para la obtencién de
hibridos exitosos. Ademés, estos marcadores
moleculares constituyen un instrumento valioso
para el especialista en seleccién, en la medida
en que le proporcionan una herramienta que los
medios tradicionales no le permiten. Sus
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aplicaciones potenciales abarcan, entre otras, la
identificacion de los genotipos, ayuda a
establecer estrategias de cruzamientos y
seleccién como también el estudio de la
diversidad de las poblaciones (Baudin 1992).

En palma de aceite, los marcadores RAPD han
sido utiles en la determinacion de la variacion
genética entre diferentes accesiones del
germoplasma (Shah et al. 1994).

Los AFLP (Amplified Fragment Length Polymor-
phism o Polimorfismo en la Longitud de los
Fragmentos Amplificados) es una tecnologia mas
reciente e igualmente se utiliza para la obtencién
de un gran nimero de marcadores moleculares
distribuidos en el genoma. Los AFLP combinan
la especificidad, resolucidon y poder de muestreo
de la digestion con enzimas de restriccidon con la
velocidad y practicidad de la deteccién de
polimorfismos via PCR. Desde su desarrollo y
divulgacion (Zabeau 1993), esta técnica ha sido
utilizada en forma creciente para diversas
finalidades como "fingerprinting" y mapeo
genético, principalmente en especies de plantas
cultivadas que presentan una baja tasa de
polimorfismos de ADN.

En un cultivo de importancia econémica como la
palma de aceite, el conocimiento y la
preservacion de la diversidad genética tienen un
valor mas que filos6fico. Las enfermedades
pueden destruir facilmente 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
afio tras afio. Dado que las caracteristicas de
interés agronémico se encuentran a menudo en
poblaciones pequefias e incluso en unos pocos
miembros de una poblacién (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 obtencién
de hibridos interespecificos entre Elaeis oleifera
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y E. guineensis (OxG), apuntando a la
introgresion de genes para altos niveles de
insaturacién de aceite, bajo crecimiento y
resistencia a plagas y enfermedades. Sin em-
bargo, los hibridos presentan también algunas
desventajas comerciales dado su bajo
rendimiento y esterilidad. Por esta razdn, el
hibrido OxG se cruza nuevamente con E.
guineensis para mejorar estas caracteristicas
(Cheah et al 1999).

Actualmente, el MOPB (Malasyan Oil Palm Board)
esta desarrollando técnicas moleculares para
determinar la composicién del genoma de las
progenies, y que por lo tanto puedan ser utiles
al seleccionar para mejoramiento genético,
Unicamente las plantas con mayor proporcion de
guineensis, reduciendo asi el numero de ciclos
para la obtencién de una variedad mejorada,
producto de estas dos especies (Cheah et al.
1999).

El objetivo de este estudio es conocer la
diversidad genética de algunos materiales Dura
de la plantacién Promociones Agropecuarias
Monterrey, que por su tolerancia a plagas y
buena produccién, pueden ser utilizados en
estrategias de cruzamiento y seleccién, y cuyo
aporte principal lo constituye su adaptabilidad.

El programa de mejoramiento genético de
Cenipalma esta tratando de incorporar todas las
técnicas y metodologias que puedan acelerar e
introducir caracteristicas de interés econdmico al
mejoramiento genético del cultivo de palma de
aceite, y la seleccion asistida por marcadores
forma parte importante de este objetivo.

MATERIALES Y METODOS

Un total de 126 materiales de la Plantacion
Promociones Agropecuarias Monterrey,
seleccionados por presentar las mejores
producciones para los afios 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 béasico consistié en extraer ADN
de los foliolos de cada palma utilizando 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 procedimiento basico es: EI ADN de cada
individuo (o sea de cada palma) se mezcla con
cebadores o "primers" (que son secuencias
sintéticas cortas y conocidas de nucleétidos,
unidad estructural del ADN) con una enzima que
es la encargada de "pegar" estos nucleétidos
cuando los cebadores encuentren secuencias
complementarias con determinado individuo.

Esta mezcla de reactivos se calienta a 95°C,
temperatura a la cual el ADN de cada palma se
descompone en dos cadenas. A continuacion se
enfria la mezcla para permitir que los iniciadores
se enlacen con sus secuencias complementarias
y es ahi donde la enzima afiade los nucle6tidos
copiando selectivamente el ADN especifico que
ahora esta presente en cantidad doble de la origi-
nal. Este ciclo se repite una y otra vez y en cada
ocasion se duplica la cantidad de ADN especifica,
flanqueada por los cebadores enlazados. En unas
cuantas horas se pueden generar miles de
millones de copias de esta region especifica
(Williams et al. 1990).

Para poder establecer diferencias entre los
individuos sélo basta comparar estos productos
de amplificacién. Una banda presente en una
palma y ausente en otra indica diferencias en su
material genético. Estas diferencias son las que
finalmente se suman y procesan con el paquete
estadistico NTsys, el cual compara todos los
individuos y los agrupa acorde a su similaridad
genética.

Para este trabajo se utilizaron 12 cebadores que
en trabajos anteriores (Cenipalma 1997) se
habian considerado como polimérficos o que
servian para establecer diferencias entre
materiales de E. guineensis. Estos 12 cebadores
generaron 36 bandas polimérficas que se
procesaron en una matriz de unos y ceros (uno
para las presencias y cero para las ausencias). El
paquete estadistico utilizado se Illama NTsys
(Rohlf 1994) y utiliza el indice de Jacard, cuyos
datos posteriormente generan un dendograma
(diagrama que representa la relacion entre
individuos segun el nimero de presencia y
ausencia de bandas) que muestra la distribucién

PALMAS Vol. 21 No. Especial, Tomo 1,2000 37



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

de los materiales acorde con su similitud
genética.

Los cebadores utilizados y los polimorfismos de
cada uno fueron:

Cebador No. de bandas polimorficas
AE 03
z 11
z 03
Vv 15
B12 03
10
17
08
05
12
10
1

NWEFRPNORFROWDMWN®

w<»—"—"32

Para comparar los materiales se busca una
medida de semejanza que relacione el namero
de bandas (unos o ceros) que simultdneamente
compartan dos materiales y posteriormente se
calculan los coeficientes de similitud entre todos
los individuos.

RESULTADOS

A partir de 36 bandas polimoérficas y 117
individuos se generdé un dendograma Inicial-
mente hubo 126 materiales, pero los que
presentaron algun dato faltante se dejaron para
ser incluidos en un analisis posterior.

El propésito fundamental de este andlisis es colo-
car conjuntos de individuos en grupos mutua-
mente excluyentes, de tal forma que se puedan
hacer inferencias estadisticas a partir de seme-
janzas entre los grupos provistos por el analisis.
Los grupos establecidos forman particiones y
subdivisiones en conjuntos menores, y reagru-
paciones mayores, las cuales varian dependiendo
del nimero de bandas compartidas.

La Figura 1 muestra los patrones generados por
la amplificaciéon 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 poblacion.

Las dos primeras letras en el dendograma (Fig.
2), identifican los codigos y las cifras siguientes
identifican el nUmero del material. Los niumeros
iniciales para los lotes no fueron aceptados por
el programa estadistico, por tal razén se
omitieron, de tal forma que el primer individuo
que aparece en el dendograma es B51, lo que
quiere decir que es el material namero uno del
lote 10B5, y el ultimo es el material o individuo
numero 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 méas distantes.
La distancia se toma como el valor de 1-S
(similaridad).

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

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



esperarse si se considera que la
productividad es una
caracteristica cuantitativa
controlada por muchos genes.
Para planear los cruzamientos
es de interés cruzar aquellos
gue son muy productivos y con
las mayores distancias
genéticas, con el fin de superar
su propia produccién. Un
ejemplo de este trabajo se
muestra con dos de las palma
mas productivas, 2F4 45 y 2F4
6 que segun sus distancias
genéticas se ubican en los dos
extremos de la Figura 2,
sefialadas con flechas.
Materiales genéticamente
similares y que al mismo
tiempo son muy productivos no
se consideraran para cruzar, ya
que posiblemente sus
componentes de rendimiento
comparten los mismos genes,
como por ejemplo los
materiales 10B5 22 y 2F4 6
seflalados con flechas en la
Figura 2 y como se puede
observar pertenecen a un
mismo grupo genéticamente
muy cercano.

Para afinar mas este
dendograma es necesario
aumentar el numero de
marcadores, bien sean tipo
RAPD u otros, lo que permitiria
discriminar mejor entre los
individuos evaluados.

Como conclusion de este tipo
de analisis se puede decir que
ofrece nuevas posibilidades en
la caracterizacion de
poblaciones, integrando la
informacion fenotipica vy
genotipica. Permite, ademas, la
selecciéon de progenitores de
una coleccion principal
representativa y la identi-
ficacion de duplicados.
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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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