Marcadores moleculares, una herramienta util
para la seleccion genética de
palma de aceite

Molecular Markers, an Useful Tool for Cenetic
Selection in Oil Palm

1
Pedro J. Rocha S. Resumen

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN. que se han constituido en
herramientas valiosas para la deteccion y € uso de la diversidad genética, con su
consecuente aplicacién en programas de seleccion genética de plantas, animalesy
microorganismos. Los polimorfismos (o variantes) a nivd deADN pueden ser
detectados mediante técnicas moleculares, algunas de las cuales han sido
empleadas en palma de aceite. En esta revision se explican y clarifican algunas
de tales técnicas y se presentan ejemplos representativos de su aplicaciéon en €
cultivo de la palma de aceite.

Summary

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 levd can be detected
lab | through molecular techniques, some of which have been used in ail pam and are
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Introduccion

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

teristica de interés o en regiones que.
sin ser codificantes, contienen
caracteristicas estructurales particu-
lares (Fig. 1). Unade las caracteristicas
de los marcadores moleculares es que
son especificos para cada individuo,
grupo de individuos, especies 0 aun
de grupos sistematicos mayores, lo

cual los convierte en herramientas
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(Aa)

flgUfa Representacion esquematica de la estructura de un cromosoma vegetal (Basado en Flavell y Twell, 1996). (A) Un cromosoma esta
| compuesto por dos cromatidas (una proveniente de la madre y otra del padre del individuo). A los extremos de las cromatidas se
les denominan telémeros. A la region de union de las dos cromatidas se le llama centromero. A la izquierda se aprecia un modelo
de la distribucién 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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Utiles para el analisis tanto de
individuos como de poblaciones (Karp
y Edwards 1997).

El ADN tiene una estructura
fisicoquimica especial que le confiere
propiedades Unicas para el almacena-
miento y la transferencia de informa-
cion de generacion en generacién
(Rocha 2002). Los marcadores mol ecu-
lares exhiben las caracteristicas
fisicoguimicas del ADN y su herencia
se explica con las mismas leyes
establecidas por la genética. Como
consecuencia, los marcadores molecu-
lares se han constituido en una
inmensa caja de herramientas ex-
tremadamente (tiles para la deteccion
de polimorfismos (ver glosario) en
animales, plantas superiores, pato-
genosy plagas (virus, hongos, insectos,
nematodos, etc.). La deteccion y el
andlisis de los polimorfismos en palma
de aceite (Elaeis gaineensis Jacq.) y noli
(E. oleifera [H.B.K.] Cortés) han hecho
gue los marcadores moleculares sean
empleados, entre otros, en andlisis de
variabilidad genéticay 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 mapas genéticos (Billotte et al.
2001b; Chuaet al. 2001; Mayes et al.
1997); y sefializacién y seguimiento de
caracteres (genes) de interés. Por
gjemplo, resistencia a la Pudricion de
Cogollo (Ochoa et al. 1997). el gen Sh
determinante de los tres tipos de frutos:
dura (Sh+/Sh+), ténera (Sh+/Sh-) y
pisifera (Sh-/Sh-) (Riva et al. 2001;
Billotte et al. 2001b) y marcadores de
variantes somaclonales (Rival et al.
2001). Adicionalmente, experimentos
con marcadores derivados del acido
ribonucleico (ARN) han permitido
determinar genes involucrados en el
desarrollo floral (Singh y Cheah 2000)
y genes que codifican para enzimas de
la sintesis de acidos grasos (Shah y
Cha 2000).

En la actualidad, mediante el
empleo de marcadores de ADN, se
busca hacer mas eficiente la seleccion
de plantas y de variedades para ser
empleadas en programas de mejora-
miento genético (metodologia conocida
como seleccién asistida por mar-
cadores). Este tipo de seleccion hace
posible la prediccion de los genotipos
a obtener en un cruzamiento con base
en la informacién de los parentales
empleados. Ademas, los marcadores
moleculares pueden ser usados para
identificar plantas individuales que
contienen caracteristicas (alelos) de
interés particular (Mohan et al. 1997:
Ribaut y Hoistong 1998). Como
consecuencia, la seleccion de las
plantas con caracteristicas de interés
puede ser hechaen pléantulas de vivero
o previvero (Villegas 2000: Villegas et
al. 2000). lo cual ayuda a reducir
significativamente los costos de
manejo de un programa de mejora-
miento (Dreher et al. 2003; Morris et
al. 2003). Adicionalmente, en otros
sistemas vegetales, los marcadores
moleculares se estan utilizando para
el aislamiento, caracterizacion y
seguimiento de genes especificos
empleados en transgenia (Kuiper et al.
2001; Dra. Anne Bridges, Presidente
Comité Técnico Métodos de Biotec-
nologia - American Association of Ce-
real  Chemist, Estados Unidos,
Comunicacion personal).

Para determinar la localizacion de
un fragmento de ADN y su cercania a
un gen particular dentro del genoma
0 para establecer las relaciones de
parentesco entre individuos o
poblaciones se hace necesario el apoyo
del mejoramiento tradicional y de
disciplinas como la genética cuanti-
tativay la estadistica (Nei y Li 1979;
Nei 1973,1978). Unade las estrategias
mas utilizadas para generar infor-
macion de utilidad en programas de
mejoramiento genético es determinar
los marcadores presentes en cruces F2
y retrocruces. Basicamente, en un
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experimento F2 se tratan de mezclar
los genes de dos individuos muy
contrastantes (por ejemplo, un padre
resistente y una madre susceptible a
una enfermedad). Luego se cruzan
estos parentales y se obtiene una
generacion de individuos hibridos (Fl)
gue posteriormente son cruzados en-
tre si, generando una segunda ge-
neracién (F2). El disefio F2 es més
efectivo entre mas contrastantes sean
las caracteristicas de los progenitores.
Sin embargo, este disefio se hace dis-
pendioso en el caso de plantas pe-
rennes de crecimiento lento como la
palma de aceite.

Por la informacion que brindan, los
marcadores moleculares son equiva-
lentes a los marcadores morfoagro-
némicos, aunque a otra escala. Los
marcadores morfoagronémicos son,
por lo general, caracteristicas obser-
vables o medibles que resultan de la
expresiéon de un numero limitado de
genes y son dependientes de la
interaccion con el medio ambiente. En
contraste, los marcadores moleculares
no se aprecian en el fenotipo de los
individuos (es decir, no se observan a
simple vista), su presencia es
independiente del efecto medioam-
biental, son mucho mas numerosos
gue los marcadores morfoagronémicos
y no tienen funcién aparente.
Adicionalmente, el grado de polimor-
fismo (variantes) obtenido con los
marcadores moleculares es enorme
comparado con el de otro tipo de
marcadores. El andlisis estadistico y
genético de los miles de puntos de
informacién generados mediante las
diversas técnicas de marcadores se ha
acelerado como consecuencia de la
aparicion de "software" especializado
para tal fin, por ejemplo. NTSYS,
Popgene, Mapmaker (Lincoln et
al. 1993), JoinMap (Stamy 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. 20013;
Billotte, et al. 2001 b; Chuaet al. 2001:
Rajinder et al. 2001; Mayeset al. 1997)
Yy su nUmero crece paulatinamente.
Sin embargo, la mayoria de ellos no
presenta interés desde el punto de
vista econdmico. Es fundamental, por
lo tanto, identificar marcadores que
estén asociados con caracteres de
interés econdmico o industrial (gené-
ricamente conocidos como QTL -Quan-
titative Trait Loci-), por ejemplo,
marcadores asociados con la altura,
con resistencia a enfermedades, con
contenido de carotenosy vitamina E,
con el desempefio en condiciones de
estrés hidrico. con caracteristicas
involucradas en la productividad tales
como numero y tamafio de frutos,
porcentaje de fibra, grosor de cuezco,
etc. El andlisis de los marcadores
asociados con caracteres de interés
econdmico se facilita enormemente si
se dispone de un mapa genético, el
cual es la secuencia ordenada de los
marcadores moleculares y genes
conocidos de una especie, asi como las
distancias que hay entre ellos.

Es posible que en los préximos afios
se disponga de mucha mas informa-
cion sobre marcadores asociados con
caracteres de interés economico. Sin
embargo, hay que tener en cuenta dos
precauciones. Primero, un mismo gen
puede afectar a varios caracteresy no
necesariamente de forma beneficiosa
a todos ellos. Y segundo, un mismo
caracter puede verse afectado con toda
probabilidad por mas de un gen, por
lo que identificar un gen no quiere
decir que se tenga control sobre la
caracteristica (Mazur y Tingey 1995).

Si dos individuos son diferentes, sus
ADN también lo son, ya que esta
molécula lleva todos los genes
responsables de tales diferencias
(Rocha 2002). Si el objetivo es
diferenciar variedades de plantas para
posteriormente poder identificarlas, 1o



Marcadores moleculares, una herramienta Util para la seleccidon genética de palma de aceite

mejor es empezar a buscar las
diferencias entre ellas comparando sus
ADN. Varias metodologias permiten
magnificar las diferencias existentes
entre organismos a escala molecular
para hacerlas perceptibles por nues-
tros sentidos, es decir, paravisualizar
esos marcadores moleculares. Algunas
de estas metodologias, conocidas por
sus acronimos. seradn brevemente
explicadas a continuacion.

RALP (Restriction Fragment Length Polymorphism).
Esta técnica produce fragmentos de
ADN mediante el uso de enzimas de
restriccion que detectan polimorfis-
mos en los sitios de corte, lo cual se
ve reflejado como variacion en la
longitud de los fragmentos generados
(Fig. 2). Las diferencias en longitud de
los fragmentos obtenidos (polimor-
fismo) ocurren como resultado de
inserciones, deleciones o mutaciones
en una base de la secuencia del ADN
(Tanksley et al. 1989). Dichos polimor-
fismos pueden ser visualizadosy com-
parados entre individuos de una mis-
ma especie 0 de especies diferentes.

Los RFLP son marcadores mole-
culares codominantes, es decir,
pueden detectar tanto individuos
homocigotos como heterocigotos, y
pueden ser usados en todos los
miembros de una especie 0 especies
relacionadas. Con RFLP es posible
obtener entre uno y cinco puntos
(bandas) de informacion por cada
muestra analizada. El uso de RFLP ha
sido reportado en un amplio rango de
especies. En palma de aceite, esta
técnica ha sido empleada para el
estudio de diversidad genética
(Barcelos et al. 2002: Barcelos 1998),
en la construccion de mapas genéticos
(Mayes et al. 1997) y en la identi-
ficacion de marcadores asociados con
caracteristicas deseables (revisado por
Rajinder et al. 2001; Villegasy Gomez
1998).

Marcadores moleculares basados en PCR (Polymerase

Chain Reaction)

El PCR es la técnica de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasay se explicara
aqui porque la mayoria de los
marcadores moleculares empleados en
la actualidad se basan en esta
metodologia. La técnica de PCR fue
desarrollada por Kary B. Mullis en
1984 (Saiki et al. 1985; Saiki et al.
1988), quien recibio el Premio Nobel
de Medicinay Fisiologia en 1993 por
esta invencion. Esta técnica permite
obtener millones de copias de un
fragmento de ADN que sirve como
molde gracias a la accion de laenzima
Taq polimerasa. Esta enzima, aislada
de la bacteria Thermus aquaticus, es
una proteina termoestable (que actua
a altas temperaturas), que polimeriza
nucleoétidos de manera fie y permite
la formacion de nuevas moléculas de
ADN (Fig. 3).

RAFD (Eandom Amplified Polymorphic DNA).

Esta técnica esta basada en la
metodologia del PCR y consiste en la
amplificacién de fragmentos de ADN
con un so6lo cebador de diez
nucleodtidos que se hibrida al ADN
molde de manera aleatoria (Williams
et al. 1990), a diferencia de una
reaccion de PCR tipica que emplea dos
cebadores (uno por cada cadena). La
corta longitud del cebador RAPD hace
gue su secuencia se hibride aleatoria-
mente a lo largo del genoma (Fig. 4).
Con RAPD se pueden generar entre
tres y diez puntos de informacién por
cada muestra analizada (revisado por
Ranade et al. 2001).

En palma de aceite, marcadores
tipo RAPD se han empleado en
estudios de diversidad genética (Shah
et al. 1994), caracterizacién de
materiales (Villegas et al. 2000) y en
la busqueda de marcadores ligados a
Pudricién de Cogollo (Ochoa et al.
1997; Cenipalma 1996).
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Figura Metodologia para generacion de marcadores RFLP. Esta técnica genera polimorfismos en la longitud de fragmentos de ADN que
han sido generados como resultado de la fragmentacion del ADN mediante el uso de enzimas de restriccion (A). Una vez el
genoma es cortado (digerido) por una enzima de restriccion 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 disefiada y sintetizada
quimicamente en el laboratorio. Para que la sonda cumpla con su funcién, es decir, hacer posible la visualizacion de los
fragmentos de interés, es necesario que esté marcada. La marcacion de la sonda puede ser radioactiva o emplear fluorocromos,
biotina, digoxigenina, etc (D). Al proceso de incubacién de la sonda con la membrana que contiene el ADN digerido se le conoce
como hibridacion de &cidos nucleicos (E). Este proceso aprovecha la caracteristica de complementariedad de bases del ADN y
basicamente 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
hibridacion 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 peliculas fotograficas (F) durante algunos dias antes de
ser reveladas (G). El resultado es una autorradiografia en la cual se observan bandas que corresponden a fragmentos de ADN.
Dichas bandas se registran como caracteristicas presentes o ausentes en las muestras.
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Figura
33 Representacion grafica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El primer paso en la reaccion de PCR es la denaturacion

(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 (denaturacion) y se genere ADN de cadena sencilla. El siguiente paso
es denominado alineamiento (B) y consiste en la hibridacion por complementariedad de un par de cebadores (pequefias
secuencias de ADN de cadena sencilla entre 10 y 25 nucledtidos) a la cadena sencilla de ADN molde. Los cebadores son los
iniciadores de la polimerizacion 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 extension (C) y consiste en la incorporacion de nucleétidos 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
denaturacion, alineamiento y extensién 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 asi sucesivamente. Una
reaccion de PCR tipica consta de 35 ciclos, lo cual significa que si se parte de una molécula de ADN, luego de los 35 ciclos se
obtendran -al menos tedricamente- mas de 34.000 millones de moléculas nuevas. La separacidn y visualizacion de los productos
de PCR se lleva a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida.
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ARP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
Esta técnica, una de las mas emplea-
das en la actualidad debido a su cali-
dad y cantidad de informacion, combi-
na la eficienciay precision de los RFLP
con el poder del PCR (Fig. 5). Con AFLP
se pueden generar entre ochenta y
doscientos puntos de informacion por
cada muestra analizada (Vos et al.
1995).

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

SR (Smple Sequence Repeats) o Microsatélites
Los SSR son regiones de secuencias
repetidas (conocidas también como
microsatélites) que estan distribuidas
a todo lo largo del genoma. Dichas
regiones repetidas presentan un alto
nivel de polimorfismo, aunque estan
bordeadas por secuencias altamente
conservadas a nivel de especie. Como
consecuencia de esta caracteristica,
dichas secuencias pueden ser amplifi-
cadas por PCR usando cebadores
especificos disefiados a partir de las
secuencias de los microsatélites
aislados de una genoteca gendmica
(Fig 6). Los marcadores de este tipo
son usados paraidentificar polimorfis-
mos entre genotipos, pues permiten la
deteccion (de la presencia o ausencia)
de alelos especificos (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. oleifera (Billotte et al. 2001b).

Empleo de marcadores moleculares en palma de
adte

La tecnologia de marcadores molecu-
lares se esta utilizando exitosamente
en los programas de biotecnologia de
palma de aceite. Por ejemplo, en estu-
dios de diversidad. Barcelos et al.
(2002) encontraron que la divergencia
genética entre E. guineensis y E.
oleifera era muy baja y de la misma
magnitud que la encontrada entre
miembros de E. oleifera. Estos resulta-
dos sugirieron que, en términos
evolutivos, estas dos especies poseen
un origen comdny un genoma conser-
vado para el género Elaeis (Barcelos
et al. 2002; Barcelos 1998). Dicha
conclusion resalta la importancia de
llevar a cabo acciones para explorar
la diversidad de E. oleifera (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,
estan en proceso algunas investi-
gaciones para mapear los loci que
afectan el contenido de tocoferoles y
tocotrienoles. Por su parte, estudios
llevados a cabo en el CIRAD (Centre
de Coopération Internationale en Re
cherche Agronomique pour le Dévé
lopment, Francia), han mapeado la
caracteristica de grosor de cuezco (&)
empleando AFLP y microsatélites
(Billotte et al. 2001b).

El laboratorio de Marcadores Mole-
culares de Cenipalma ha usado
marcadores tipo RAPD (Cenipalma
1996; Ochoa et al. 1997: Arias 2003)
y AFLP (Cenipalma, datos sin
publicar). En la actualidad se imple-
menta la técnica de microsatélites.
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Figura Metodologia RAPD. Esquema de la comparacion hipotética de dos individuos empleando esta técnica. El ADN de cada individuo es
aislado y empleado como molde para la reaccion de PCR. EIl ADN molde se incuba con un cebador de 10 nucleétidos, el cual
reconoce de manera aleatoria, y se alinea, a los sitios complementarios de la cadena de ADN molde. Luego de la reaccion de PCR
se forman varios productos (amplicones) de diferentes tamafios. 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 especificos, de los individuos | y 2, respectivamente. A estas bandas (productos B y
C) se le conocen como bandas polimodrficas.
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Metodologia AFLP. Se extraen muestras de ADN de los individuos a analizar. Posteriormente, cada una de ellas se digiere con dos
enzimas de restriccion, EcoRI 'y Msel (A). Este proceso genera millones de fragmentos con extremos cohesivos que permiten el
reconocimiento de secuencias complementarias a los sitios de restriccion 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, razén por la cual se conoce como reaccion
de ligacion a este proceso (C). Como resultado de esta reaccion, los millones de fragmentos de ADN digeridos, en principio
desconocidos, quedan con extremos de ADN conocido. Este hecho hace posible la amplificacion 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 nucledtido seleccionante, es decir,
que como Ultima base en su secuencia nucleotidica posee uno de los cuatro nucledtidos posibles (A, C, G o T). El hecho de poseer
s6lo uno de estos nucledtidos hace posible disminuir la poblacién de los fragmentos en aproximadamente 15 veces. Luego de esta
reaccion se hace un segundo PCR (E) en el cual se emplean cebadores con dos o tres nucledtidos selectivos, lo cual disminuye el
namero de fragmentos en varios ordenes 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 deteccion hien con radioactividad,
bien mediante técnicas de tincién con plata. El andlisis de los resultados se hace mediante técnicas estadisticas que consideran
matrices de 0 y 1 dependiendo de la ausencia o presencia de bandas, respectivamente.
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flg!n Metodologia para la elaboracidon de bibliotecas gendmicas enriquecidas en microsatélites (SSR) y deteccion de los mismos
empleando PCR (Basado en Billotte et al. 1999). El ADN de un individuo contiene regiones de secuencias repetidas (A). EI ADN es
digerido con enzimas de restriccion (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 especificos 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
oligonucledtido 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 esta recubriendo micro-esferas magnéticas. Por lo tanto, la separacion de las moléculas de ADN que contienen los
microsatélites se lleva a cabo empleando un iman (F). Los fragmentos seleccionados son de nuevo amplificados por PCR (G y H) y
posteriormente introducidos (clonados) en un vector (plasmido) (I). Los plasmidos que contenien el fragmento de ADN seleccionado
son analizados mediante electroforesis (J) e hibridacion (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 asi las secuencias que estan
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 tamafio de los microsatélites mediante PCR empleando
cebadores cuya secuencia es especifica. La separacion de los fragmentos se lleva a cabo mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida (M).

PALMAS

Estas metodologias permitiran, en
un futuro cercano, evaluar la
similitud de las diferentes palmas
analizadas y construir dendro-
gramas que facilitan la recons-
truccién de la filogenia de las
variedades comerciales, la caracte-
rizacion moleculary el seguimiento
de caracteristicas de interés en
palma de aceite.

Consideraciones finales

Las técnicas para deteccion de
marcadores moleculares se han
simplificado tanto que, hoy en dia,
es casi tan simple identificar una
variedad de un cultivo como leer el
cédigo de barras de un producto en
un supermercado. Esta nueva
herramienta permite analizar
muestras de interés que por su
perfil genético pueden tener valor
para ser introducidas a programas
de mejoramiento. Los marcadores
moleculares estan |lamados a ser
la herramienta para acelerar el pro-
ceso de seleccion 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
caracteristicas morfoagronémicas,
planes de fertilizacion y marcadores
moleculares. Con esta informacién
se generarian matrices de identifica-
cion de materiales, 1o que permitiria

una inequivoca y répida seleccién
de las variedades de interés.

Como se ve, las posibilidades de
aplicacion son enormes. Ademas, la
teoria que sustenta cada técnica es
relativamente sencilla. Las técnicas
son diferentes y brindan infor-
macion variada en cuanto a calidad
y cantidad. La decisién de cudl
técnica utilizar depende del propo-
sito de la investigacion y de la
direccion sugerida por el mejora-
miento genético tradicional. Ade-
mas, dependiendo de la naturaleza
de la caracteristica de interés (cuan-
titativa o cualitativa), el tipoy forma
de accién del gen (gen mayor o
menor, efecto dominante o recesivo)
y la facilidad con la cual la carac-
teristica puede ser medida (detect-
able a través de inspeccion visual o
sélo a través de analisis de labo-
ratorio o de campo) la seleccion
asistida por marcadores puede ser
mas adecuada que la seleccidn
convencional o viceversa (Morris et
al. 2003; Young 1999). Es por esto
gue Cenipalma, en su Laboratorio
de Marcadores Moleculares, ha
venido incorporando y adaptando
algunas de estas tecnologias como
complemento al programa de mejo-
ramiento genético (convencional).
Es en la estrecha relacion entre el
fitomejoramiento convencional y las
técnicas moleculares que se puede
encontrar una ruta adecuada para
el desarrollo de nuevos materiales
de utilidad para el sector pal-
micultor.
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Glosario

"libreria") genética, las genotecas permiten

caracteristica codificada por un gen particu-
lar. Por ejemplo, un gen puede codificar para
la caracteristica color de flor. Las alternativas
(alelos) para esa caracteristica (gen) pueden ser
rojo o blanco. En este caso se habla de dos
alelos para una caracteristica.

Amplicon: Nombre técnico dado a los frag-
mentos de ADN generados en la reaccion de
PCR.

Cebador: Son secuencias de ADN de cadena
sencilla que contienen entre 10 y 25 nucleb6-
tidos. Estos oligonucleétidos son empleados
como inciadores en las reacciones de PCR
debido a que se unen a las regiones comple-
mentarias del ADN que estan bordeando el
fragmento de interés.

Electroforesis: Es una técnica de separacion
de moléculas de ADN o proteinas a través de
una matriz (agarosa o poliacrilamida), debido
a la aplicacion de un campo eléctrico.

Enzimas de restriccién: Son enzimas que
tienen como funcion reconocer secuencias
especificas de ADN y cortar a través de ellas.
Estas enzimas son consideradas en biotec-
nologia como tijeras moleculares que cortan al
ADN de manera muy precisa en sitios con
secuencias particulares.

Genoteca: Es la coleccién de genes de un
individuo. Algunas veces |lamado biblioteca (o

tener acceso a todo el genoma de un organismo
(biblioteca genébmica) o a todos los genes que
estan siendo expresados en un tejido o estado
particular del desarrollo de un individuo
(bibliotecas de expresion).

Hibridacién: Es un fendmeno que consiste en
el reconocimiento de secuencias complemen-
tarias de ADN por parte de otro ADN o ARN.

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

Mapa Genético: Es la secuencia ordenada de
los marcadores moleculares, morfoldgicos,
bioquimicos y genes conocidos de una especie,
asi como las distancias que hay entre ellos. La
secuencia ordenada de marcadores mole-
culares se conoce como mapa molecular. Los
mapas genéticos difieren segln 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-
dicala presencia de variantes en un grupo dado
de observaciones, unidades experimentales o
medidas. En genética, polimorfismo implicala
presencia de variantes hereditarias dentro del
genoma en la forma de alelos, genotipos,
nucleotidos, bandas o perfiles, haplotipos, etc.
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