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“Analisis de diversidad genética de palma
aceitera (Elaeis guineensis y Elaeis
oleifera) en la Region Ucayali usando
marcadores Microsatélites”

D

En el presente estudio se analiz6 la diversidad genética de 83 individuos (75 E.
oleifera'y 8 E. guineensis) con 12 marcadores SSR, encontrandose 160 alelos en
total, siendo los cebadores mEgCIR0353 y el mEgCIR0254 los que obtuvieron una
mayor cantidad de alelos, 22 y 20 respectivamente. Se encontraron 5 clisteres
asumidos y el dendrograma de todos los individuos para hallar la distancia genética
entre estos y cruzarlos sin perder el vigor hibrido. Se tiene el grupo de las Palmas
africanas (E. guineensis) separadas de las Palmas americanas (E. oleifera)
mostrandose la distancia genética acorde con las distancia geografica. Se observa
que los individuos P-06, D-42 y T-01 son similares alelicamente segun los cebadores
utilizados, estos pueden utilizarse como productores de semilla por triplicado para
tener una mayor cantidad de semilla hibrida OxG producida.

Palabras Clave: SSR, Polimorfismo, ADN, Palma aceitera, guineensis, oleifera.

ABSTRACT

For this research we worked with 83 individuals (75 E. oleifera and 8 E. guineensis)
with 12 SSR primers and we worked a PCR temperature set with a “touchdown”. We
found 160 markers; the primers mEgCIR0353 and mEgCIR0254 have the most
quantity of alleles per marker (22 and 20 respectively). We found 5 assumed groups
and the dendrogram for each individual to found the genetic distance between them
and cross them without losing the hybrid vigor. Having the group of African oil palms
(E. guineensis) separated of the American oil palms (E. oleifera), showing the genetic
distance accord to the geographic distance. The individuals P-06, D-42 and T-01 are
similar in alleles under the primers used; they can be used as seed producers by
threefold, this can be used to have more quantity of Hybrid OxG seed produced.
Keywords: SSR, Polymorphism, DNA, oil palm, guineensis, oleifera
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I. INTRODUCCION

La palma de aceite africana (Elaeis guineensis Jacq.) es una especie perenne
originaria de Africa Central y Occidental, su cultivo es propio de las tierras bajas
humedas del tropico. Esta especie posee gran importancia comercial gracias al
aceite que se extrae del mesocarpio, ya que de este tejido se obtiene el aceite
utilizado en la industria alimenticia. Por otra parte se extraen otros acidos grasos que
estan presentes en el endospermo de sus frutos, que también son importantes para
la agroindustria (Arias, 2014). La historia muestra que el material comercial
sembrado mundialmente proviene de cuatro plantas cultivadas en el Jardin Botanico
de Bogor de Java (Indonesia) en 1884, hecho que ha provocado uniformidad en el
material productivo, generandose un efecto de estrechez en la base genética.

Esto ha provocado la homogenizacién del cultivo, evidenciando la necesidad de
ampliar la base genética de la palma de aceite, garantizando la obtencion y
conservacion de una amplia gama de recursos genéticos, lo cual justifica la
exploracion y estudio de diversidad genética de materiales de palma provenientes
del continente africano, en especial de Camerun, uno de los paises centro de origen
de esta especie (Arias, 2014).

En Peru, la palma aceitera fue cultivada por primera vez el afio 1970, en la provincia
de Tocache, departamento de San Martin. Asi se cre6 la empresa para el desarrolloy
explotaciéon de palma aceitera (EMDEPALMA S.A.) de propiedad del estado, en
1980 llegan a sembrar 5273 Hectéreas. El 2014 fue un afio excepcional, se
exportaron 52 516 toneladas de aceite crudo de palma y 6769 toneladas de aceite
refinado de palma (Borasino, 2016).

Una de las caracteristicas mas relevantes de la palma aceitera es su alto
rendimiento de aceite. La palma aceitera produce de 3 a 8 veces mas aceite por
hectarea que cualquier otro cultivo oleaginoso. Ademas Ofrece un rendimiento de
3.8 toneladas por Ha al afio como promedio mundial, los otros cultivos oleaginosos
como la soya, tienen rendimientos promedio de 0.4 toneladas por Ha, el algodén de
0.2 toneladas por Hay el pifién de 1.5 a 2 toneladas por Ha (Borasino, 2016).

En los estudios de mejoramiento genético, los experimentos basados en ADN,
especialmente marcadores moleculares, son reconocidos por ser herramientas
eficientes para la evaluacion de diversidad genética, estudios de biologia molecular,
mapeo genético y seleccion asistida de marcadores (MAS).
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Entre todos los marcadores moleculares, los microsatélites o SSR siguen siendo los
mas utilizados, debido a sus multiples ventajas, los cuales incluyen multivariabilidad,
una amplia distribucién genémica, herencia codominante, naturaleza multialélica y
locacién especifica de los cromosomas, ademas de que son un ensayo
relativamente simple se hacer en PCR. Actualmente, los SSR se les considera los
marcadores moleculares mas promisorios para entender la estructura genética
poblacional de la palma aceitera (Zaki, 2012).

Para este trabajo se colectaron un total de 83 accesiones de Palma aceitera, 75 de
estas son Elaeis oleifera (Palmera aceitera americana) y 8 son Elaeis guineensis
(Palmera aceitera africana) provenientes de la Estacion Experimental Agricola del
INIAen Ucayali (EEA-Ucayali). Siendo las palmeras africanas seleccionadas por su
rendimiento de racimo (Kg). Este trabajo se realizé con el fin de seleccionar los
mejores progenitores para la obtencion de semillas hibridas E. oleifera x E.
Guineensis con el fin de seleccionar las caracteristicas agrondmicas de cada
especie.

Foto 1y 2. Izquierda: nucleo genealdgico productivo de Elaeis oleifera
ubicado en el anexio Pacacocha - Distrito de Yarinacocha. Derecha: nucleo
genealdgico de Elaeis guineensis en el anexo Campo Verde -
Distrito de Campo Verde.

Il. MATERIALES Y METODOS

Se colectaron 83 accesiones, 75 de Elaeis oleifera, propiedad del Anexo de la
Estacion Experimental Agraria (EEA) del INIA, en Pacacocha, Ucayali, y 8
accesiones de Elaeis guineensis propiedad del anexo de la EEA del INIA, en
caballococha, Ucayali (Figura 1).



Foto 3y 4. Izquierda: colecta de tejido foliar en el anexo Campo Verde.
Derecha: preparacion in situ de muestra para analisis molecular.

Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion se realiz6 con el método Doyle & Doyle (1990) Modificado por el
Instituto de Biotecnologia de la UNALM (IBT-UNALM, 2010), con Polivinilpirrolidona
(PVP) al 1%. La calidad de ADN se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa
1% con un marcador de peso molecular Generuler® de 1Kb y la cuantificacion de
ADN se realiz6 por espectrofotometria UV con un equipo EPOCH 2®.

Foto 5. Extraccidén y
cuantificacion de ADN: La
Extraccion se realiza con 2ml de
buffer CTAB en 100mg de
muestra fresca, esta se ftritura
hasta formar una mezcla
homogénea, luego se procede a
la purificacion con Etanol y
finalmente de coloca en buffer TE

Ampliacion por Microsatélites SSR (Short Sequence Repeat)

Los marcadores SSR son los marcadores idoneos para entender la estructura
genética de una poblacion de palma aceitera. Los SSR que son transferibles a través
de los taxones no han sido estudiados detalladamente. Los marcadores SSR son
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herramientas utiles para estudios genéticos comparativos dentro del género.
Asimismo, el PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa) es una reaccion ciclica
dirigida enzimaticamente que permite la ampliacion in vitro de una regién del ADN
localizada entre dos regiones de secuencia conocida. Utiliza los oligonucleétidos
que funcionan como iniciadores, que se hibridan en las cadenas opuestas del ADN
de secuencia complementaria, flanqueando a las secuencias de interés. Los
iniciadores toman diferentes denominaciones, tales como oligonucleétidos,
cebadores, primadores, amplimeros, detonadores o primers.

En cada ciclo de ampliacion las cadenas de ADN sintetizadas se convierten en un
patréon (substrato) para cualquier nuevo ciclo; idealmente, la secuencia de “ADN
Blanco” se ampliara de manera selectiva ciclo tras ciclo.

Los iniciadores son meléculas de ADN de cadena individual y longitud corta (10 - 30
nucleotidos), se hibridan complementariamente a las partes terminales o flancos de
una secuencia especifica de la cadena sencilla del ADN patrén, se efectua la
amplificacion por DNA polimerasa, la enzima que cataliza la sintesis de cadenas
largas de polinucleétidos. La sintesis se dirige incorporando monémero de trifosfato
de desoxinucleésido al grupo libre 3" - hidroxilo del iniciador en direccién 5" a 3". La
polimerizacion se efectia siempre sobre el a - fosfato 5° del trifosfato de
desoxinucleésido al grupo hidroxilo terminal 3" de la cadena creciente de ADN. Esto
resulta en la sintesis de nuevas cadenas de ADN complementarias a las cadenas
patrén parciales.

La reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) se realizé con 12 cebadores
utilizados por Billote (2001), Bakoum (2007), Zaki (2010), LA Putri (2010) y D. Arias
(2014), estos fueron seleccionados debido a su alto indice de polimorfismo (PIC). Al
cebador de Inicio se le agregd una secuencia universal denominada “Cola M13”
(CACGACGTTGTAAAACGAC) la cual permitié unir al cebador con un fluoréforo de
secuencia complementaria, permitiéndonos determinar el peso del producto
amplificado por electroforesis capilar.

——
--------—----:—.....!
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Fig. 1. Ampliacién por Microsatélites: Amplificacion mediante PCR (Polymerase
Chain reaction) evidenciada en electroforesis con agarosa 1% de los 83 Individuos
colectadas, las mdltiples bandas muestran la amplificacion de los individuos
diploides ademas se observan diferencias o polimorfismos. EO=Palmas
Americanas, P,D y T= Palmas Africanas (Pisifera, Dura y Tenera).
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La reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) se realizé con 12 cebadores
utilizados por Billote (2001), Bakoum (2007), Zaki (2010), LA Putri (2010) y D. Arias
(2014), estos fueron seleccionados debido a su alto indice de polimorfismo (PIC). Al
cebador de Inicio se le agregd una secuencia universal denominada “Cola M13”
(CACGACGTTGTAAAACGAC) la cual permitié unir al cebador con un fluoréforo de
secuencia complementaria, permitiéndonos determinar el peso del producto
amplificado por electroforesis capilar.

La amplificacion de los SSR se llevo a cabo en un volimen final de 10ul que contenia
una solucion buffer PCR KAPA Technologies®, 2mM de MgClI2, 5mM de dNTPs Mix,
0.15uM de cola M13 y 1U de Tag DNA Polimerasa KAPA Technologies®. Las
condiciones de amplificacion fueron: 1 minuto a 94°C, 30 segundos a 55°C y 1
minuto a 72°C, todo por 19 ciclos. Luego 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 52°C-58°C
(Touchdown)y 1 minuto a 72°C, todo por 30 ciclos.

La verificacion de los resultados se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%, colocando el Generuler® 1kb como referencia.

Protocolo de Amplificacion de ADN con AFLP

> Digestion

En la etapa de Digestion del ADN gendmico se realiza con una enzima de corte raro
combinado con una enzima de corte frecuente. Las enzimas de corte raro reconocen
de 6 a 8 pares de bases o una secuencia rara de bases (EcoRl) y las de corte
frecuente reconocen 4 pares de bases (Msel). Las reacciones se realizan
separadamente, tratando primero el ADN con la enzima de corte raro y después con
la de corte frecuente. Con esta digestion secuencial se generan 3 clases de
fragmentos, las cuales difieren en cuanto a las extremidades: fragmentos grandes
resultantes de la digestién por la enzima rara en ambos fragmentos, fragmentos
pequefios resultantes de corte con la enzima frecuente en ambos extremos y
fragmentos de tamafios intermedios resultantes del corte combinado de ambas
enzimas raras/frecuente.

> Ligacion

Luego de fragmentar el ADN en la Digestion, se incorporan adaptadores especificos
que poseen terminales complementarios a los extremos resultantes del corte con las
enzimas de restriccion.

Generalmente, los adaptadores EcoRI especificos se unen a los extremos
“adhesivos” producidos por la enzima EcoRlI, mientras que los adaptadores Msel se
unen especificamente a los extremos resultantes del corte con la enzima Msel. Los
adaptadores poseen de 20 a 20 pares de bases, cuyas secuencias son diferentes en
cadaunodeellos.

> Pre -amplificacion

En este caso los adaptadores utilizados contienen un solo nucleétido arbitrario
adicional, con lo que solamente 1 de cada 4 bases posibles (A, C, Gy T), intervienen
en la produccioén de fragmentos amplificados. Una vez que esta presion de seleccion
se realiza de forma independiente en cada sitio de iniciacion de la PCR, el resultado
es solamente 1 de cada 16 fragmentos existentes seran amplificados (1 cada 4x4
bases).
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>Amplificacion selectiva

En esta etapa hay una mayor intensidad de seleccion, los primers utilizados poseen
otros dos nucleétidos arbitrarios adicionales, totalizando 3. Asi, solamente 1 de cada
43 x 43 (es decir, 1 de cada 4096 fragmentos) sera amplificado. Los fragmentos
resultantes de la digestion por la enzima de corte raro en ambas extremidades tienen
un tamafo medio aproximado de 4 a 5 Kb. Luego pueden ser analizados mediante
distintos métodos (geles de acrilamida, analizadores genéticos.)

RO625M

b iy A

Siolals

Foto 6. Enzina de Restriccion
Msel y EcoRI: utilizadas para
el proceso de Amplificacion de
ADN con AFLP.

Analisis por Electroforesis Capilar en el Analizador Genético

El analisis por electroforesis capilar se realizé en el analizador genético ABI3130XL
(Applied Biosystems®) con capacidad de 16 muestras por inyeccion, la corrida durd
30 minutos a 1500 voltios. 60°C de Temperatura de horno.
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Fig. 2. Analisis por Electroforesis: Capilar en el Analizador Genético:
Analisis por el secuenciador genético ABI 3130XL, los picos son sefiales
de los fragmentos de ADN amplificados, estos nos dan informacion sobre
el polimorfismo mediante diferencia entre los pesos de los fragmentos.
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Analisis de datos

Con los resultados obtenidos del analisis del ABI3130XL se encontré el porcentaje
de Heterozigocidad, para ello se utilizd el programa GENEALEX 6.0 (Peakall, 2006),
ademas se identificaron clusteres o grupos asumidos con el programa STRUCTURE
2.3.4. (Pritchard, 2000). Para hallar el Contenido de Informacién Polimorfica (PIC) se
utilizé software CERVUS 3.0.7.

Finalmente se hall6 el dendrograma por individuo basado en la disimilitud entre las
muestras y las poblaciones con el programa NTSYS 2.2 (Rohlf, 2000), basado en el
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) y la
distancia genéticade Nei (Nei, 1972, 1978, 1979, 1987).

lll. RESULTADOS

Los 12 SSR analizados presentaron un buen porcentaje de polimorfismo,
obteniéndose 160 alelos en total. Estos se seleccionaron teniendo en cuenta los

rangos de los alelos reportados por Billote et al. (2001, 2010) seguin se observa en el
Cuadro1.

Cuadro 1. Rangos de Amplificacion reportados
y observados para los 12 SSR evaluados.

. Peso Peso
i Esperado (bp) |Observado (bp)
| mEgCIR0353 80-102 81-118
sMo00020 182-208 185-202
mEgCIR3282 232-272 234-252
ﬂCI RO067 135-187 139-179
| mEgCIR3886 184-218 185-224
mEgCIR0802 236-272 238-260
mEgCIR0254 148-179 153-179
| mEgCIR0437 196-206 103-203
mEgCIR3285 278-314 279-293
mEgCIR0018 158-177 141-198
sMo00129 212-232 206-225
mEgCIR3546 286-336 287-319

Se observa el indice de Polimorfismo (PIC) por cada cebador, estos se
obtuvieron con el programa CERVUS 3.0.7 se observa en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Contenido de Informacién polimdrfica (PIC)
por cada cebador seleccionado.

Locus PIC

mEgCIR0018 0.945

sMo00129 0.965
mEgCIR3546 0.963
mEgCIR0067 0.958
mEgCIR3886| 0.969
mEgCIR0802 0.926
mEgCIR0254 0.974
mEgCIR0437 0.976
mEgCIR3785 0.974
mEgCIR0353 0.985

sMo00020 0.969
mEgCIR3282 0.906

También se hallaron los clusteres o grupos asumidos con el programa STRUCTURE
2.3.4, encontrandonos con el grupo de las palmas africanas (Grupo 3) alejado de las
palmas americanas (Grupo 1, 2, 4 y 5). Esto puede deberse a que son diferentes
especies. También tenemos a un Grupo 4 alejado de los otros grupos de palmeras
americanas, esto puede suceder por diferencias o brechas geograficas que aislan
grupos definidos de genes (Fig 4).

Fig 3. Grupos asumidos con el
software STRUCTURE®, se
observa el grupo 3 (E. guineensis),
diferenciado de los grupos

1,2, 4y 5 (E. oleifera).

Finalmente se construyé un dendrograma con los datos obtenidos mediante el
programa NTSYS® 2.2. De acuerdo al dendrograma por individuo obtenido (Figura
3), se asume que las palmas africanas P-06, D-42 y T-01 comparten los mismos
alelos con los cebadores SSR seleccionados, ademas se observa una gran variedad
de Palmas americanas (Cddigo EO) con una distancia genética significativa, lo cual
nos ayudara a la seleccion de los progenitores junto con los estudios agronémicos y
morfolégicos realizados en el EEA-Ucayali.
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DISCUCIONES

La hoja de palma aceitera presento alto contenido de polifenoles, lo que inicialmente
dificulté la obtencion de ADN de buena calidad. Una solucién fue colectar hojas
jovenes (Verde claro), una mayor cantidad de 3-mercaptoetanol y la modificacién del
protocolo de Doyle (1990) con Polivinilpirrolidona (PVP) al 1% (p/v).

Elnimero de alelos obtenidos por locus varié de 5 a 22 y los cebadores con mayores
cantidades de alelos encontrados fueron el mEgCIR0353 y el MEgCIR0254 con 22y
20 alelos respectivamente. Se encontraron 160 alelos en total. Los PIC obtenidos
por cebador fueron mayores a 90% (0.916 a 0.991), demostrando que los cebadores
seleccionados nos aportaron suficiente informacién para el analisis.

Los cebadores SSR utilizados nos ayudaran a formar una base para la obtenciéon de
semilla hibrida E. guineensis x E. oleifera. Basandonos en la distancia genética
podremos cruzar los ejemplares de E. oleifera'y E. guineensis con mejores atributos
fenotipicos y agrondémicos, teniendo en cuenta las palmas que tienen mayor

13



distancia genética entre si para obtener vigor hibrido.

En el caso de las muestras de E. guineensis P-06, D-42 y T-01, estas comparten la
totalidad de alelos evaluados con los cebadores considerados, por lo que podrian
ser utilizadas como productoras de semilla, teniendo una mayor cantidad de semilla
con una alta similaridad alélica esperada. La palma es considerada monoica y
alégama (Hurtado y Ramos 1970), se recomienda realizar cruces dirigidos y
controlados para la obtencion de semilla hibrida con los progenitores deseados. Con
el debido cuidado de que el polen de la misma palma o de una palma no deseada
ingrese ala parte femenina de la palma seleccionada para produccién de semillas.

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos, tenemos una base molecular para la obtencion de
semilla hibrida OxG mediante un cruzamiento dirigido y controlado de las palmas
evaluadas. Esto se logr6 debido a una 6ptima seleccion de los cebadores y el uso de

programas estadisticos adecuados.

Ademas se debe tener en cuenta la especie a cruzar, ploidia del cultivo, lugar de
origen, distancia genética, rendimiento de racimo y una caracterizacion morfolégica,
todo ello en conjunto para tener una alta probabilidad de seleccionar a los mejores
progenitores para la semilla hibrida OxG.
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