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Resumen 

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN. que se han constituido en 
herramientas valiosas para la detección y el uso de la diversidad genética, con su 
consecuente aplicación en programas de selección genética de plantas, animales y 
microorganismos. Los polimorfismos (o variantes) a nivel deADN pueden ser 
detectados mediante técnicas moleculares, algunas de las cuales han sido 
empleadas en palma de aceite. En esta revisión se explican y clarifican algunas 
de tales técnicas y se presentan ejemplos representativos de su aplicación en el 
cultivo de la palma de aceite. 
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Molecular markers are DNA sequences converted in valuable tools for detecting 
and using genetic diversity and applied in genetic selection programmes of plants, 
animals and microorganisms. Polymorphisms at DNA level can be detected 
through molecular techniques, some of which have been used in oil palm and are 
explained in this review. 
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Introducción 

Un marcador molecular es un frag­
mento (secuencia) de ADN que por sí 
solo, o combinado en alineación con 
otros, puede ser físicamente localizado 
dentro del genoma de un organismo. 
Tales fragmentos pueden encontrarse 
cerca a un gen que codifica una carac­

terística de interés o en regiones que. 
s in s e r c o d i f i c a n t e s , c o n t i e n e n 
características estructurales particu­
lares (Fig. 1). Una de las características 
de los marcadores moleculares es que 
son específicos para cada individuo, 
grupo de individuos, especies o aún 
de grupos sistemáticos mayores, lo 
cual los convierte en her ramien tas 

Representación esquemática de la estructura de un cromosoma vegetal (Basado en Flavell y Twell, 1996). (A) Un cromosoma está 

compuesto por dos cromátidas (una proveniente de la madre y otra del padre del individuo). A los extremos de las cromátidas se 

les denominan telómeros. A la región de unión de las dos cromátidas se le llama centrómero. A la izquierda se aprecia un modelo 

de la distribución de las distintas regiones dentro del cromosoma. Al comparar el ADN de dos individuos con diferentes técnicas de 

marcadores moleculares se obtienen resultados como los mostrados en (B). ADNr= regiones que codifican para ADN ribosomal. 
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ú t i l e s p a r a e l a n á l i s i s t a n t o de 
individuos como de poblaciones (Karp 
y Edwards 1997). 

E l ADN t i e n e u n a e s t r u c t u r a 
fisicoquímica especial que le confiere 
propiedades únicas para el almacena­
miento y la transferencia de informa­
ción de generac ión en generac ión 
(Rocha 2002). Los marcadores molecu­
l a re s exh iben las c a r a c t e r í s t i c a s 
fisicoquímicas del ADN y su herencia 
se expl ica con las m i s m a s leyes 
establecidas por la genética. Como 
consecuencia, los marcadores molecu­
l a re s s e h a n c o n s t i t u i d o en u n a 
inmensa caja de he r r amien ta s ex­
tremadamente útiles para la detección 
de po l imorf i smos (ver glosario) en 
animales, p lantas superiores, pató­
genos y plagas (virus, hongos, insectos, 
nematodos, etc.). La detección y el 
análisis de los polimorfismos en palma 
de aceite (Elaeis gaineensis Jacq.) y noli 
(E. oleífera [H.B.K.] Cortés) han hecho 
que los marcadores moleculares sean 
empleados, entre otros, en análisis de 
variabilidad genética y establecimiento 
de relaciones filogenéticas (Rey et al. 
2003; Barcelos et al. 2002; Billotte et 
al. 2001a; Maizura et al. 2001: Purba 
et al. 2000; Barcelos, 1998; Mayes et 
al, 1996: Sha et al. 1994); desarrollo 
de m a p a s genéticos (Billotte et al. 
2001b; Chua et al. 2001; Mayes et al. 
1997); y señalización y seguimiento de 
ca rac t e re s (genes) de in t e r é s . Por 
ejemplo, resistencia a la Pudrición de 
Cogollo (Ochoa et al. 1997). el gen Sh 
determinante de los tres tipos de frutos: 
dura (Sh+/Sh+), ténera (Sh+/Sh-) y 
pisífera (Sh-/Sh-) (Rival et al. 2001; 
Billotte et al. 2001b) y marcadores de 
variantes somaclonales (Rival et al. 
2001). Adicionalmente, experimentos 
con marcadores derivados del ácido 
r ibonucle ico (ARN) h a n permi t ido 
determinar genes involucrados en el 
desarrollo floral (Singh y Cheah 2000) 
y genes que codifican para enzimas de 
la síntesis de ácidos grasos (Shah y 
Cha 2000). 

En la a c t u a l i d a d , m e d i a n t e e l 
empleo de marcadores de ADN, se 
busca hacer más eficiente la selección 
de plantas y de variedades para ser 
empleadas en programas de mejora­
miento genético (metodología conocida 
como selección a s i s t i da por mar ­
cadores). Este tipo de selección hace 
posible la predicción de los genotipos 
a obtener en un cruzamiento con base 
en la información de los parentales 
empleados. Además, los marcadores 
moleculares pueden ser usados para 
identificar p lantas individuales que 
contienen características (alelos) de 
interés particular (Mohan et al. 1997: 
R i b a u t y H o i s t o n g 1998) . Como 
consecuenc i a , la selección de las 
plantas con características de interés 
puede ser hecha en plántulas de vivero 
o previvero (Villegas 2000: Villegas et 
al. 2000). lo cual ayuda a reducir 
s i g n i f i c a t i v a m e n t e los c o s t o s de 
manejo de un programa de mejora­
miento (Dreher et al. 2003; Morris et 
al. 2003). Adicionalmente, en otros 
s i s temas vegetales, los marcadores 
moleculares se están utilizando para 
el a i s l a m i e n t o , c a r a c t e r i z a c i ó n y 
s e g u i m i e n t o de g e n e s específ icos 
empleados en transgenia (Kuiper et al. 
2001; Dra. Anne Bridges, Presidente 
Comité Técnico Métodos de Biotec­
nología - American Association of Ce­
real Chemist, E s t a d o s U n i d o s , 
Comunicación personal). 

Para determinar la localización de 
un fragmento de ADN y su cercanía a 
un gen particular dentro del genoma 
o pa ra establecer las relaciones de 
p a r e n t e s c o e n t r e i n d i v i d u o s o 
poblaciones se hace necesario el apoyo 
del mejoramiento t radicional y de 
disciplinas como la genética cuanti­
tativa y la estadística (Nei y Li 1979; 
Nei 1973,1978). Una de las estrategias 
m á s ut i l izadas para generar infor­
mación de utilidad en programas de 
mejoramiento genético es determinar 
los marcadores presentes en cruces F2 
y re t rocruces . Bás icamente , en un 
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experimento F2 se t ratan de mezclar 
los genes de dos ind iv iduos m u y 
contrastantes (por ejemplo, un padre 
resistente y una madre susceptible a 
u n a enfermedad). Luego se cruzan 
es tos pa ren ta l e s y se obt iene u n a 
generación de individuos híbridos (Fl) 
que posteriormente son cruzados en­
tre sí, generando u n a segunda ge­
neración (F2). El diseño F2 es más 
efectivo entre más contrastantes sean 
las características de los progenitores. 
Sin embargo, este diseño se hace dis­
pendioso en el caso de p lan tas pe­
rennes de crecimiento lento como la 
palma de aceite. 

Por la información que brindan, los 
marcadores moleculares son equiva­
lentes a los marcadores morfoagro-
nómicos, aunque a otra escala. Los 
marcadores morfoagronómicos son, 
por lo general, características obser­
vables o medibles que resultan de la 
expresión de un número limitado de 
g e n e s y s o n d e p e n d i e n t e s de la 
interacción con el medio ambiente. En 
contraste, los marcadores moleculares 
no se aprecian en el fenotipo de los 
individuos (es decir, no se observan a 
s imp le v i s t a ) , s u p r e s e n c i a e s 
independiente del efecto medioam­
biental, son mucho más numerosos 
que los marcadores morfoagronómicos 
y no t i e n e n func ión a p a r e n t e . 
Adicionalmente, el grado de polimor­
fismo (variantes) obtenido con los 
marcadores moleculares es enorme 
comparado con el de otro tipo de 
marcadores. El análisis estadístico y 
genético de los miles de pun tos de 
información generados mediante las 
diversas técnicas de marcadores se ha 
acelerado como consecuencia de la 
aparición de "software" especializado 
p a r a tal fin, por ejemplo. NTSYS, 
Popgene , M a p m a k e r (Lincoln e t 
al. 1993), JoinMap (Stam y Van Ooihen 
1995). etc. 

En la actualidad se conocen varios 
cientos de marcadores reportados por 

todo el genoma de E. guineensis (Ri­
val et al. 2001; Billotte et al. 2001a; 
Billotte, et al. 2001 b; Chua et al. 2001: 
Rajinder et al. 2001; Mayes et al. 1997) 
y su número crece paulat inamente. 
Sin embargo, la mayoría de ellos no 
presenta interés desde el pun to de 
vista económico. Es fundamental, por 
lo tanto, identificar marcadores que 
es tén asociados con carac te res de 
interés económico o industrial (gené­
ricamente conocidos como QTL -Quan-
titative Trait Loci-), por e jemplo, 
marcadores asociados con la altura, 
con resistencia a enfermedades, con 
contenido de carotenos y vitamina E, 
con el desempeño en condiciones de 
e s t r é s hídr ico. con carac ter í s t icas 
involucradas en la productividad tales 
como número y t amaño de frutos, 
porcentaje de fibra, grosor de cuezco, 
etc. El anál is is de los marcadores 
asociados con caracteres de interés 
económico se facilita enormemente si 
se dispone de un mapa genético, el 
cual es la secuencia ordenada de los 
m a r c a d o r e s m o l e c u l a r e s y genes 
conocidos de una especie, así como las 
distancias que hay entre ellos. 

Es posible que en los próximos años 
se disponga de mucha más informa­
ción sobre marcadores asociados con 
caracteres de interés económico. Sin 
embargo, hay que tener en cuenta dos 
precauciones. Primero, un mismo gen 
puede afectar a varios caracteres y no 
necesariamente de forma beneficiosa 
a todos ellos. Y segundo, un mismo 
carácter puede verse afectado con toda 
probabilidad por más de un gen, por 
lo que identificar un gen no quiere 
decir que se tenga control sobre la 
característica (Mazur y Tingey 1995). 

Si dos individuos son diferentes, sus 
ADN también lo son, ya que es ta 
m o l é c u l a l leva t odos los g e n e s 
r e s p o n s a b l e s de ta les diferencias 
(Rocha 2 0 0 2 ) . Si el objet ivo es 
diferenciar variedades de plantas para 
posteriormente poder identificarlas, lo 
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mejor es e m p e z a r a b u s c a r l a s 
diferencias entre ellas comparando sus 
ADN. Varias metodologías permiten 
magnificar las diferencias existentes 
entre organismos a escala molecular 
para hacerlas perceptibles por nues­
tros sentidos, es decir, para visualizar 
esos marcadores moleculares. Algunas 
de estas metodologías, conocidas por 
s u s ac rón imos . s e r án b revemente 
explicadas a continuación. 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). 
Esta técnica produce fragmentos de 
ADN mediante el uso de enzimas de 
restricción que detectan polimorfis­
mos en los sitios de corte, lo cual se 
ve reflejado como var iación en la 
longitud de los fragmentos generados 
(Fig. 2). Las diferencias en longitud de 
los fragmentos obtenidos (polimor­
fismo) ocurren como re su l t ado de 
inserciones, deleciones o mutaciones 
en una base de la secuencia del ADN 
(Tanksley et al. 1989). Dichos polimor­
fismos pueden ser visualizados y com­
parados entre individuos de una mis­
ma especie o de especies diferentes. 

Los RFLP son marcadores mole­
c u l a r e s c o d o m i n a n t e s , e s dec i r , 
pueden de tec ta r t a n t o indiv iduos 
homocigotos como heterocigotos, y 
p u e d e n ser u s a d o s en t odos los 
miembros de una especie o especies 
re lacionadas. Con RFLP es posible 
obtener en t re u n o y cinco p u n t o s 
(bandas) de información por cada 
muestra analizada. El uso de RFLP ha 
sido reportado en un amplio rango de 
especies. En palma de aceite, es ta 
técnica ha sido empleada p a r a el 
e s t u d i o d e d i v e r s i d a d g e n é t i c a 
(Barcelos et al. 2002: Barcelos 1998), 
en la construcción de mapas genéticos 
(Mayes et al. 1997) y en la identi­
ficación de marcadores asociados con 
características deseables (revisado por 
Rajinder et al. 2001; Villegas y Gómez 
1998). 

Marcadores moleculares basados en PCR (Polymerase 

Chain Reactíon) 
El PCR es la técnica de la Reacción en 
Cadena de la Polimerasa y se explicará 
a q u í p o r q u e la m a y o r í a de los 
marcadores moleculares empleados en 
l a a c t u a l i d a d s e b a s a n e n e s t a 
metodología. La técnica de PCR fue 
desarrol lada por Kary B. Mullís en 
1984 (Saiki et al. 1985; Saiki et al. 
1988), quien recibió el Premio Nobel 
de Medicina y Fisiología en 1993 por 
esta invención. Esta técnica permite 
ob tener mil lones de copias de un 
fragmento de ADN que sirve como 
molde gracias a la acción de la enzima 
Taq polimerasa. Esta enzima, aislada 
de la bacteria Thermus aquaticus, es 
una proteína termoestable (que actúa 
a al tas temperaturas), que polimeriza 
nucleótidos de manera fiel y permite 
la formación de nuevas moléculas de 
ADN (Fig. 3). 

RAPD (Eandom Amplified Polymorphic DNA). 
E s t a t é c n i c a e s t á b a s a d a e n l a 
metodología del PCR y consiste en la 
amplificación de fragmentos de ADN 
con un só lo c e b a d o r de diez 
nucleótidos que se híbrida al ADN 
molde de manera aleatoria (Williams 
et al . 1990), a diferencia de u n a 
reacción de PCR típica que emplea dos 
cebadores (uno por cada cadena). La 
corta longitud del cebador RAPD hace 
que su secuencia se hibride aleatoria­
mente a lo largo del genoma (Fig. 4). 
Con RAPD se pueden generar entre 
tres y diez puntos de información por 
cada muest ra analizada (revisado por 
Ranade et al. 2001). 

En palma de aceite, marcadores 
t ipo RAPD se h a n e m p l e a d o en 
estudios de diversidad genética (Shah 
e t a l . 1994) , c a r a c t e r i z a c i ó n de 
materiales (Villegas et al. 2000) y en 
la búsqueda de marcadores ligados a 
Pudrición de Cogollo (Ochoa et al. 
1997; Cenipalma 1996). 
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Metodología para generación de marcadores RFLP. Esta técnica genera polimorfismos en la longitud de fragmentos de ADN que 

han sido generados como resultado de la fragmentación del ADN mediante el uso de enzimas de restricción (A). Una vez el 

genoma es cortado (digerido) por una enzima de restricción particular, los fragmentos resultantes se separan mediante 

electroforesis en gel de agarosa (B). El ADN digerido y separado en el gel es posteriormente transferido a una membrana de 

nylon, técnica conocida como Southern blot" (Southern 1975). Esa membrana que contiene el ADN es posteriormente tratada con 

soluciones salinas (C) e incubada, a una temperatura determinada, con un fragmento de ADN o ARN (genéricamente conocidos 

como sondas). La sonda puede provenir de una bacteria, animal, otra planta, o puede haber sido diseñada y sintetizada 

químicamente en el laboratorio. Para que la sonda cumpla con su función, es decir, hacer posible la visualización de los 

fragmentos de interés, es necesario que esté marcada. La marcación de la sonda puede ser radioactiva o emplear fluorocromos, 

biotina, digoxigenina, etc (D). Al proceso de incubación de la sonda con la membrana que contiene el ADN digerido se le conoce 

como hibridación de ácidos nucleicos (E). Este proceso aprovecha la característica de complementariedad de bases del ADN y 

básicamente consiste en que una molécula de ADN de cadena sencilla puede reconocer y unirse (pegarse) a otra molécula de 

cadena sencilla (bien de ADN, bien de ARN) si las secuencias poseen cierto grado de similitud (complementariedad). Una vez la 

hibridación se ha llevado a cabo, las membranas conteniendo el ADN digerido y el complejo ADN digerido-sonda se lavan con 

soluciones salinas, a diferentes temperaturas y se ponen en contacto con películas fotográficas (F) durante algunos días antes de 

ser reveladas (G). El resultado es una autorradiografía en la cual se observan bandas que corresponden a fragmentos de ADN. 

Dichas bandas se registran como características presentes o ausentes en las muestras. 
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Representación gráfica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). El primer paso en la reacción de PCR es la denaturación 

(A) que consiste en calentar la molécula de ADN de doble cadena a 94-95°C durante 30 segundos a 1 minuto. Este tratamiento 

hace que la doble cadena se separe en dos hebras simples (denaturación) y se genere ADN de cadena sencilla. El siguiente paso 

es denominado alineamiento (B) y consiste en la hibridación por complementariedad de un par de cebadores (pequeñas 

secuencias de ADN de cadena sencilla entre 10 y 25 nucleótidos) a la cadena sencilla de ADN molde. Los cebadores son los 

iniciadores de la polimerización de la nueva cadena de ADN. Este paso se lleva a cabo a una temperatura entre 32 y 50°C 

durante 30s a 1 min. El tercer paso es conocido como extensión (C) y consiste en la incorporación de nucleótidos a la cadena 

naciente de ADN siguiendo la complementariedad definida por la cadena molde. Este paso se lleva a una temperatura entre 68 y 

72°C durante un tiempo que depende de la longitud del fragmento a amplificar (entre 1 y 5 minutos). La suma de los pasos de 

denaturación, alineamiento y extensión constituyen un ciclo de PCR. Si se comienza con una sola molécula de ADN, luego del 

primer ciclo se obtienen dos moléculas. Si se lleva a cabo otro ciclo se obtienen cuatro, después ocho y así sucesivamente. Una 

reacción de PCR típica consta de 35 ciclos, lo cual significa que si se parte de una molécula de ADN, luego de los 35 ciclos se 

obtendrán - a l menos teóricamente- más de 34.000 millones de moléculas nuevas. La separación y visualización de los productos 

de PCR se lleva a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. 
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AFLP (Amplifíed Fragment Length Polymorphism) 
Esta técnica, una de las más emplea­
das en la actualidad debido a su cali­
dad y cantidad de información, combi­
na la eficiencia y precisión de los RFLP 
con el poder del PCR (Fig. 5). Con AFLP 
se pueden generar entre ochenta y 
doscientos puntos de información por 
cada mues t ra anal izada (Vos et al. 
1995). 

Marcadores AFLP para palma de 
aceite se han utilizado en estudios de 
diversidad genética del género Elaeis 
(Barcelos et al. 2002; Barcelos 1998) 
y en la construcción de mapas de liga­
miento a características como grosor 
del cuezco, color del fruto, etc. (Chua 
et al. 2001; Billotte et al. 2001b, Singh 
y Cheah 1999). 

SSR (Simple Sequence Repeats) o Microsatélites 
Los SSR son regiones de secuencias 
repetidas (conocidas también como 
microsatélites) que están distribuidas 
a todo lo largo del genoma. Dichas 
regiones repetidas presentan un alto 
nivel de polimorfismo, aunque están 
bordeadas por secuencias altamente 
conservadas a nivel de especie. Como 
consecuencia de esta característica, 
dichas secuencias pueden ser amplifi­
c a d a s por PCR u s a n d o cebadores 
específicos diseñados a partir de las 
s e c u e n c i a s de los m i c r o s a t é l i t e s 
aislados de u n a genoteca genómica 
(Fig 6). Los marcadores de este tipo 
son usados para identificar polimorfis­
mos entre genotipos, pues permiten la 
detección (de la presencia o ausencia) 
de alelos específicos (Dreher et al. 
2003). 

En palma de aceite, Billotte et al. 
(1999) desarrollaron y caracterizaron 
marcadores tipo microsatélites. Con 
estos marcadores es posible diferen­
ciar de manera precisa E. guineensis 
de E. oleífera (Billotte et al. 2001b). 

Empleo de marcadores moleculares en palma de 

aceite 
La tecnología de marcadores molecu­
lares se está utilizando exitosamente 
en los programas de biotecnología de 
palma de aceite. Por ejemplo, en estu­
dios de diversidad. Barcelos et al. 
(2002) encontraron que la divergencia 
gené t i ca e n t r e E. guineensis y E. 
oleífera era muy baja y de la misma 
magni tud que la encon t rada entre 
miembros de E. oleífera. Estos resulta­
d o s s u g i r i e r o n que , en t é r m i n o s 
evolutivos, estas dos especies poseen 
un origen común y un genoma conser­
vado para el género Elaeis (Barcelos 
et al. 2002; Barcelos 1998). Dicha 
conclusión resalta la importancia 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 
genético de E. guineensis. 

Mediante estudios de mapeo lleva­
dos a cabo en el MPOB [Malaysian 
Palm Oil Board) se han generado tres 
mapas de palma de aceite. Se han 
identificados loci para el contenido de 
carotenos y anormalidades clonales 
(Rajinder et al. 2001). Adicionalmente, 
e s t á n en proceso a lgunas investi­
gaciones para mapea r los loci que 
afectan el contenido de tocoferoles y 
tocotrienoles. Por su parte, estudios 
llevados a cabo en el CIRAD (Centre 
de Coopératíon Internationale en Re-
cherche Agronomique pour le Dévé-
lopment, Francia), h a n mapeado la 
característica de grosor de cuezco (Sh) 
e m p l e a n d o AFLP y mic rosa té l i t e s 
(Billotte et al. 2001b). 

El laboratorio de Marcadores Mole-
c u l a r e s d e C e n i p a l m a h a u s a d o 
marcadores tipo RAPD (Cenipalma 
1996; Ochoa et al. 1997: Arias 2003) 
y AFLP ( C e n i p a l m a , d a t o s s in 
publicar). En la actualidad se imple-
menta la técnica de microsatélites. 
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Metodología RAPD. Esquema de la comparación hipotética de dos individuos empleando esta técnica. El ADN de cada individuo es 

aislado y empleado como molde para la reacción de PCR. El ADN molde se incuba con un cebador de 10 nucleótidos, el cual 

reconoce de manera aleatoria, y se alinea, a los sitios complementarios de la cadena de ADN molde. Luego de la reacción de PCR 

se forman varios productos (amplicones) de diferentes tamaños. Estos productos son separados empleando electroforesis en gel de 

agarosa. Para el caso particular, los productos A y D son idénticos para los dos individuos. En contraste, los productos B y C son 

exclusivos, es decir son marcadores moleculares específicos, de los individuos I y 2, respectivamente. A estas bandas (productos B y 

C) se le conocen como bandas polimórficas. 
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Metodología AFLP. Se extraen muestras de ADN de los individuos a analizar. Posteriormente, cada una de ellas se digiere con dos 
enzimas de restricción, EcoRI y Msel (A). Este proceso genera millones de fragmentos con extremos cohesivos que permiten el 
reconocimiento de secuencias complementarias a los sitios de restricción por parte de adaptadores de ADN (B) previamente 
sintetizados (por una casa comercial). Los adaptadores y las moléculas de ADN digeridas, todas exhibiendo complementariedad por 
secuencias EcoRI y Msel, son pegadas mediante la actividad de una enzima, la ligasa, razón por la cual se conoce como reacción 
de ligación a este proceso (C). Como resultado de esta reacción, los millones de fragmentos de ADN digeridos, en principio 
desconocidos, quedan con extremos de ADN conocido. Este hecho hace posible la amplificación de estos fragmentos mediante PCR, 
empleando un par de cebadores cuyas secuencias son complementarias a la de los adaptadores que han sido ligados a los 
fragmentos de ADN desconocido (D). Otra particularidad de estos cebadores es que poseen un nucleótido seleccionante, es decir, 
que como última base en su secuencia nucleotidica posee uno de los cuatro nucleótidos posibles (A, C, G o T). El hecho de poseer 
sólo uno de estos nucleótidos hace posible disminuir la población de los fragmentos en aproximadamente 15 veces. Luego de esta 
reacción se hace un segundo PCR (E) en el cual se emplean cebadores con dos o tres nucleótidos selectivos, lo cual disminuye el 
número de fragmentos en varios órdenes de magnitud. Este PCR puede ser radioactivo. Los productos de PCR se separan mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida (F). Una ventaja de los AFLP es que se puede hacer su detección bien con radioactividad, 
bien mediante técnicas de tinción con plata. El análisis de los resultados se hace mediante técnicas estadísticas que consideran 
matrices de 0 y 1 dependiendo de la ausencia o presencia de bandas, respectivamente. 
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Metodología para la elaboración de bibliotecas genómicas enriquecidas en microsatélites (SSR) y detección de los mismos 
empleando PCR (Basado en Billotte et al. 1999). El ADN de un individuo contiene regiones de secuencias repetidas (A). El ADN es 
digerido con enzimas de restricción (B) y posteriormente es ligado a adaptadores de secuencia conocida (C). Los fragmentos de 
ADN digeridos y con adaptadores son amplificados por PCR empleando cebadores específicos que contienen parte de la secuencia 
de los adaptadores (D). Los productos de PCR (amplicones) son denaturados e hibridados con una sonda que contiene un 
oligonucleótido de secuencia repetida (E) asociado con una marca de biotina. La biotina se emplea como anzuelo para purificar 
las moléculas de ADN que contienen la secuencia de microsatélites, pues la biotina forma un complejo con la estreptavidina, la 
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cual a su vez está recubriendo micro-esferas magnéticas. Por lo tanto, la separación de las moléculas de ADN que contienen los 
microsatélites se lleva a cabo empleando un imán (F). Los fragmentos seleccionados son de nuevo amplificados por PCR (G y H) y 
posteriormente introducidos (clonados) en un vector (plásmido) (I). Los plásmidos que contenien el fragmento de ADN seleccionado 
son analizados mediante electroforesis (J) e hibridación (K) con una sonda que contiene la secuencia del microsatélite de interés. 
Una vez la identidad de los fragmentos es confirmada, los fragmentos son secuenciados, determinando así las secuencias que están 
en los extremos del microsatélite (L). Aunque la longitud de los microsatélites es variable, las secuencias de sus extremos son 
altamente conservadas. Por lo tanto, es posible detectar variaciones en el tamaño de los microsatélites mediante PCR empleando 
cebadores cuya secuencia es específica. La separación de los fragmentos se lleva a cabo mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida (M). 

Estas metodologías permitirán, en 
un fu tu ro c e r c a n o , e v a l u a r l a 
similitud de las diferentes palmas 
a n a l i z a d a s y c o n s t r u i r dend ro -
g ramas que facilitan la recons­
t rucc ión de la filogenia de l a s 
variedades comerciales, la caracte­
rización molecular y el seguimiento 
de carac ter í s t icas de in terés en 
palma de aceite. 

Consideraciones finales 

Las t écn icas p a r a de tecc ión de 
marcadores moleculares se h a n 
simplificado tanto que, hoy en día, 
es casi tan simple identificar una 
variedad de un cultivo como leer el 
código de barras de un producto en 
u n s u p e r m e r c a d o . E s t a n u e v a 
h e r r a m i e n t a p e r m i t e a n a l i z a r 
m u e s t r a s de interés que por su 
perfil genético pueden tener valor 
para ser introducidas a programas 
de mejoramiento. Los marcadores 
moleculares están llamados a ser 
la herramienta para acelerar el pro­
ceso de selección genética en palma 
de aceite y para participar en pro­
cesos de control y seguimiento. 

Dentro de los proyectos a realizar 
con marcadores moleculares en 
palma de aceite se busca generar 
bases de datos relacionables, muy 
completas, que incluyan datos de 
características morfoagronómicas, 
planes de fertilización y marcadores 
moleculares. Con esta información 
se generarían matrices de identifica­
ción de materiales, lo que permitiría 

una inequívoca y rápida selección 
de las variedades de interés. 

Como se ve, las posibilidades de 
aplicación son enormes. Además, la 
teoría que sus tenta cada técnica es 
relativamente sencilla. Las técnicas 
son di ferentes y b r i n d a n infor­
mación variada en cuanto a calidad 
y can t idad . La decisión de cuál 
técnica utilizar depende del propó­
sito de la invest igación y de la 
dirección sugerida por el mejora­
miento genético tradicional. Ade­
más, dependiendo de la naturaleza 
de la característica de interés (cuan­
titativa o cualitativa), el tipo y forma 
de acción del gen (gen mayor o 
menor, efecto dominante o recesivo) 
y la facilidad con la cual la carac­
terística puede ser medida (detect-
able a través de inspección visual o 
sólo a través de análisis de labo­
ratorio o de campo) la selección 
asistida por marcadores puede ser 
m á s a d e c u a d a que la selección 
convencional o viceversa (Morris et 
al. 2003; Young 1999). Es por esto 
que Cenipalma, en su Laboratorio 
de Marcadores Moleculares , ha 
venido incorporando y adaptando 
algunas de estas tecnologías como 
complemento al programa de mejo­
ramiento genético (convencional). 
Es en la estrecha relación entre el 
fitomejoramiento convencional y las 
técnicas moleculares que se puede 
encontrar una ruta adecuada para 
el desarrollo de nuevos materiales 
de u t i l idad p a r a el sec tor pal -
micultor. 
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Glosario 

A l e l o : Es l a forma a l t e r n a t i v a de u n a 
característica codificada por un gen particu­
lar. Por ejemplo, un gen puede codificar para 
la característica color de flor. Las alternativas 
(alelos) para esa característica (gen) pueden ser 
rojo o blanco. En este caso se habla de dos 
alelos para una característica. 

Amplicón: Nombre técnico dado a los frag­
mentos de ADN generados en la reacción de 
PCR. 

Cebador: Son secuencias de ADN de cadena 
sencilla que contienen entre 10 y 25 nucleó-
tidos. Estos oligonucleótidos son empleados 
como inciadores en las reacciones de PCR 
debido a que se unen a las regiones comple­
mentar ias del ADN que están bordeando el 
fragmento de interés. 

Electroforesis: Es una técnica de separación 
de moléculas de ADN o proteínas a través de 
una matriz (agarosa o poliacrilamida), debido 
a la aplicación de un campo eléctrico. 

Enzimas de restricción: Son enzimas que 
t ienen como función reconocer secuencias 
específicas de ADN y cortar a través de ellas. 
Estas enzimas son consideradas en biotec­
nología como tijeras moleculares que cortan al 
ADN de manera muy precisa en sitios con 
secuencias particulares. 

Genoteca: Es la colección de genes de un 
individuo. Algunas veces llamado biblioteca (o 

"librería") genética, las genotecas permiten 
tener acceso a todo el genoma de un organismo 
(biblioteca genómica) o a todos los genes que 
están siendo expresados en un tejido o estado 
pa r t i cu la r del desar ro l lo de un individuo 
(bibliotecas de expresión). 

Hibridación: Es un fenómeno que consiste en 
el reconocimiento de secuencias complemen­
tarias de ADN por parte de otro ADN o ARN. 

Locus o Loci: Locus es la ubicación física de 
un alelo en el cromosoma. El plural de locus 
es loci. 

Mapa Genético: Es la secuencia ordenada de 
los marcadores moleculares , morfológicos, 
bioquímicos y genes conocidos de una especie, 
así como las distancias que hay entre ellos. La 
secuenc ia o r d e n a d a de m a r c a d o r e s mole­
culares se conoce como mapa molecular. Los 
mapas genéticos difieren según la especie. Sin 
embargo, existe un alto grado de similitud en­
tre algunas de ellas. Esto quiere decir que el 
orden en el que se encuentran los genes es muy 
parecido en ambas especies. 

Polimorfismo: Es un término genérico que in­
dica la presencia de variantes en un grupo dado 
de observaciones, unidades experimentales o 
medidas. En genética, polimorfismo implica la 
presencia de variantes hereditarias dentro del 
genoma en la forma de alelos, genot ipos, 
nucleótidos, bandas o perfiles, haplotipos, etc. 
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