Estandarizacion de la técnica molecular de AFLP en palma de
aceite tipo Dura (Elaeis guineensis Jacq.) y estudio preliminar de

caracterizacion

Standardising Amplified Fragment-Length Polymorphisms (AFLP) for Dura oil palm
(Elaeis guineensis Jacq.) and preliminary molecular characterization studies

Carlos Hernando Galeano'

Resumen: La palma de aceite (Elaeis guinnensis
Jacq.) desempefia un importante papel en la econo-
mia de algunos paises tropicales; Colombia ocupa el
primer puesto en produccion en América Latina y el
quinto lugar a nivel mundial. En esta especie el mejo-
ramiento genético busca generar materiales con alta
produccion de aceite y adaptados a las caracteristicas
edafoclimaticas de las diferentes zonas palmeras. El
objetivo del presente trabajo fue estandarizar la téc-
nica de AFLP (Amplified Fragment-Length Polymorphisms)
en materiales Dura del Programa de Fitomejora-
miento de CENIPALMA. Al protocolo de AFLP de la
casa comercial se le realizaron algunas modificacio-
nes, como el aumento de la concentracion del ADN
(270 ng - uLl") y la dilucién 1:10 del producto de la
preamplificacion. De igual forma, se determiné que
para tefir los geles de poliacrilamida con nitrato de
plata es necesario usar agua destilada deionizada
Milli Q®). También se realizé un estudio prelimi-
nar de caracterizacién molecular en 12 palmas de
los tipos Dura, Ténera y E. oleifera; segtin los agrupa-
mientos hechos segin métodos fenéticos y multiva-
riados se encontr6 que la mayoria de palmas Dura se
agrupan segun el lugar de colecta, mientras la palma
de origen americano se ubica de forma distante al
compararla con las palmas de origen africano.

Palabras clave adicionales: Marcadores molecu-
lares, diversidad genética, similaridad genética, ADN.

Summary: Oil palm (Elaeis guinnensis Jacq.) plays
an important role in some tropical countries’ econo-
mies; Colombia occupies first place in production
in Latin-America and fifth throughout the world.
The aim of palm breeding research is producing
palm having high oil production, adapted to differ-
ent climatic condition. Cenipalma is currently using
molecular tools which can reduce environmental
effect and selection time. This research was aimed
at standardising the Amplified Fragment-Length
Polymorphisms (AFLP) technique for Dura material
from Cenipalma’s breeding programme. Modifica-
tions were made to the commercial AFLP kit pro-
tocol such as increasing initial DNA concentration
to 270 ng -pL". Two amplification product dilutions
(1:10 and 1.50) were evaluated, 1:10 dilution being
the best for the AFLP technique. It was also found
that deionised distilled water was needed for staining
polyacrylamide gels with silver nitrate (Milli Q®). A
preliminary analysis of genetic diversity was carried
out on 12 palms (Dura, Ténera and E. oleifera). Clus-
tering and principal coordinate analysis results re-
vealed that most Duras clustered according to where
they are collected and that the American palm clus-
tered alone when compared to African palms.

Additional key words: Molecular marker, gene-
tic diversity, genetic similarity, DNNA.

Introduccion

LA PALMA DE ACEITE (Elaeis guineensis Jacq.) es una planta
perenne tropical originaria de Africa Central y Occi-
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dental que se cultiva ampliamente en el tropico hiime-
do (Corley y Tinker, 2003), donde alcanz6 un area total
en produccion cercana a 7,5 millones de hectareas en el
ano 2002, de las cuales Colombia particip6 con 145.027
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ha distribuidas en cuatro regiones productoras. Colom-
bia es el quinto productor a nivel mundial y el primero
en el continente americano, con una produccién cer-
cana a 577.117 t que incluye los aceites de palma y de
palmiste (Fedepalma, 2003).

Los programas de mejoramiento en palma de acei-
te estan orientados hacia el aumento de la producciéon
de racimos por palma y, por lo tanto, al incremento de
la produccién de aceite. En Colombia, ademas de este
objetivo, deben identificarse materiales que presenten
buena adaptacion a las zonas agroecologicas palmeras y
que sean resistentes a enfermedades y plagas limitantes
del cultivo (Ayala y Gémez, 2000). Como estrategia, los
programas de mejoramiento se basan en la seleccién
de materiales tipo Dura (progenitor femenino) y plantas
Pisiferas (progenitor masculino) para la posterior eva-
luaciéon de progenies por alta produccién de aceite.

El Centro de Investigacion en Palma de Aceite (CE-
NIPALMA) busca consolidar un Programa de Fitomejo-
ramiento de palmas tipo Dura presentes en diferentes
plantaciones del pais. De esta manera, se contribuira a
evitar la ‘erosion genética’ y se generaran plantas ma-
dre con una combinacién deseable de genes que con-
fieran 6ptima adaptacién a las condiciones de las zonas
productoras colombianas (Rey et al., 2003).

Para cumplir con estos objetivos es esencial conocer la
variabilidad genética existente dentro de la especie o es-
pecies intercruzables, a fin de identificar individuos con
caracteristicas deseables y la fuente de genes disponible
para el mejoramiento del cultivo, ademas de obtener la
mejor adaptacion con los mas altos rendimientos. Con
el fin de planificar cruzamientos, se estan utilizando
marcadores moleculares tipo RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA; Polimorfismo en el ADN Amplificado
Aleatoriamente) y AVLP (Amplified Fragment-Length Poly-
morphisms, Polimorfismos de Longitud de Fragmentos
Amplificados) como herramientas adicionales al regis-
tro individual de producciéon y de medidas vegetativas
(Villegas et al., 2000; Rocha, 2002).

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN
que se han constituido en herramientas valiosas para
la deteccion y el uso de la diversidad genética, con su
consecuente aplicacion en programas de seleccion ge-
nética de plantas, animales y microorganismos. Los po-
limorfismos de ADN pueden ser detectados mediante
técnicas moleculares, algunas de las cuales han sido em-
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pleadas en palma de aceite en el analisis de variabilidad
genética y el establecimiento de relaciones filogenéticas
(Billotte et al., 2001), desarrollo de mapas de ligamiento
(Mayes et al., 1997), senalizacion y seguimiento de genes
de interés (Arias y Rocha, 2004; Rance ¢t al., 2001).

La técnica de AFLP combina la especificidad, la reso-
luciéon y el poder de muestreo de la digestion con enzi-
mas de restricciéon, con la velocidad y la facilidad para
detectar polimorfismos via PCR (Vos et al., 1995). Con
esta técnica se han obtenido un gran nimero de marca-
dores moleculares distribuidos en genomas de procario-
tas y eucariotas. En palma se han utilizado en estudios
de diversidad genética del género Elaeis (Barcelos et al.,
2000; Barcelos, 1998), estudios de ligamiento genético
a caracteristicas como grosor de cuesco (Billotte ¢t al,
2001), deteccion de variacion somaclonal (Matthes et
al., 2001) y estudios de progenie (Rajinder et al., 1998).

El objetivo de este trabajo fue estandarizar la técnica
de AFLP en materiales Dura bajo las condiciones del
laboratorio de biologia molecular de CENIPALMA y reali-
zar un estudio preliminar de caracterizacién molecular
de palmas Dura, Ténera y E. oleifera. Estos materiales
presentan caracteristicas de interés para programas de
mejoramiento genético y la técnica orientara la selec-
ci6n de palmas Dura.

Materiales y métodos
Material vegetal

El material vegetal utilizado para la estandarizacién de
AFLP correspondi6é a palmas Dura de la Zona Cen-
tral (departamento de Santander, municipio de Puer-
to Wilches, Plantaciéon Agropecuaria Monterrey) que
presentaron altos registros de produccion; las muestras
consistieron en foliolos jovenes y sanos de la hoja 17.
Posteriormente, se colectaron otros materiales de palma
de aceite de las Zonas Central y Norte (departamento
del Atlantico, municipio de Fundacién, Plantacién Pa-
dornelo) de los cuales se seleccionaron 12 para realizar
una evaluacion preliminar de la diversidad genética de
las muestras, las cuales comprendian materiales de los
tipos Dura, Ténera y E. oleifera (Tabla 1).

Extraccion del ADN genémico

La metodologia se realiz6 de acuerdo con el protocolo
del laboratorio de marcadores moleculares de CENIPALMA
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Tabla 1. Material vegetal utilizado para la estandarizacion y
el estudio de diversidad.

Plantacion égﬂir%‘:;:ﬁ’ Cti:ing:; : e Tipo de palma

Monterrey AL143 P1 (2F4-6) Dura

Monterrey AL144 P3 (4(4-26) Dura
Palmas para la -~ Monterrey AL145 P5 (2A5- ]7) Dura
estandarizacion  Monterrey AL146 P6 (525-13) Dura

Monterrey AL147 P2 (10B5-22)  Dura

Monterrey AL148 P4 (1A5-20) Dura

Monterrey AL 149 2F4 Dura

Monterrey ALT50 2F4 Dura

Monterrey AL151 2F4 Dura

Padornelo (6207 25 Dura
Palmas para - pygomely 628 25 Durg
el andlii Padomelo G209 25 Duro
preliminar de } ,
diversidad La Pepilla (6240 699 Ténera

La Pepilla (6241 1-01 Ténera

La Pepilla (6242 1-02 Ténera

La Pepilla (6243 1-03 Ténera

La Cabafia (6252 Noli E. oleifera

(Rocha et al., 2003). El tejido foliar fue pulverizado con
ayuda de nitrégeno liquido y en un tubo Epependorft de
1,5 mL se tom6 una cantidad aproximada de 500 mg de
tejido molido. Luego se agregaron 1,2 mL de soluciéon de
extraccion caliente (Tris HCI 100 mM, EDTA 50 mM,
NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 10 mM y PVP 1% [p/
v]) y posteriormente se agregaron 85 pul. de SDS (dodesil
sulfato de sodio) al 20%. Los tubos se incubaron en bano
maria a 65°C durante 30 min y luego se agregaron 390
pL. de acetato de potasio 5 M. La mezcla se centrifugo
a 12.500 xg durante 15 min y el sobrenadante se trans-
firi6 a un tubo, al cual se adicion6 1 mL de isopropanol
frio; la mezcla se incub6 a —20° C durante toda la noche.
Después se centrifugé a 25.000 xg durante 30 min y se
desech¢ el liquido teniendo cuidado de no perturbar el
botén de ADN, el cual se lavd con 2 mL de etanol al 70%
para luego centrifugarlo a 25.000 xg durante 3 min. Fi-
nalmente, se dejo secar el boton a temperatura ambiente
y se le adicionaron 350 pL de solucién TE-ARNasa (10
mM de Tris HCI a pH 8,0; 1 mM de EDTA a pH 8,0;
5 mg -mL' de ARNasa) y se incub6 a 37° C durante 15
min. El ADN obtenido se almacen6 a 4° C para su pos-
terior utilizacion.

Para la cuantificaciéon del ADN se utiliz6 un método
comparativo teniendo como patréon de referencia un
ADN gendémico de tomate de concentracién conocida.
Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0,7 %
(p/v) en donde se colocd el ADN de tomate a diferentes
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concentraciones, el cual se compar6 con el ADN de las
muestras. La concentracion de las muestras se determi-
n6 segun la intensidad de fluorescencia emitida por el
bromuro de etidio.

Técnica de AFLP

Para la técnica molecular AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphisms, Polimorfismos de Longitud de

Fragmentos Amplificados) se utilizo el kit AFLP Analy-

sis System I® siguiendo el protocolo del fabricante con
algunas modificaciones. La digestion se realiz6 con las
enzimas EcoR 1/Mse1 (1,25 U « uli') al incubarlas con
el ADN (270 ng) durante 2 h a 37°C. A los fragmentos
de restriccion se las adicioné 24 pL. de una mezcla de
adaptadores que, junto con la enzima T4 DNA liga-
sa, se unieron a los extremos cohesivos dejados por
las enzimas de restriccion. Para la preamplificacion se
tomaron 5 pl. de una diluciéon 1:10 del resultado de la
ligacién, y se agregaron 40 pL de la mezcla de ceba-
dores con un nucleétido seleccionante (+1), 5 ul. de
buffer 10X con Mg, y 1 pLL de Taq DNA polimerasa.
El termocilador se programé a 94° C durante 30 se-
gundos (s), 56° C durante 60 s y 72° C durante 60 s,
por 20 ciclos. El resultado de esta PCR se corroboré
con una electroforesis en gel de agarosa al 1% y poste-
riormente se realiz6 una diluciéon 1:10.

Para la amplificacién se tomaron 5 pL de la dilu-
cién, 5 pL del mix 1 (primers +3 y dNTP’s) y 10 pL
del mix 2 (taq polimerasa, buffer 10X) segtin proto-
colo del fabricante. El termociclador se programoé a
94° C durante 30 s para denaturar la molécula, 65°
G durante 30 s para alinear los cebadores y 72° C
durante 60 s para la polimerizacién. Posteriormente,
la temperatura de alineamiento bajé 0,7° C en cada
ciclo durante 12 ciclos (fouch down) y continu6 con 94°
C durante 30 s, 56° C durante 60 s y 72° C por 60 s,
a lo largo de 23 ciclos.

El producto de la amplificaciéon se observo en una
electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% y 8 M de
urea a 100 W durante dos horas, o hasta que la banda
de xilene-cyanol llegara a la parte inferior del gel.

Para la tincién se colocé el gel en una soluciéon acido
acético al 10% durante 20 minutos (min), luego se lavo
con agua destilada deionizada dos veces durante 1 min
cada vez. Posteriormente se incub6 en una solucién de

tincion (2 g de AgNO,, 3 mL de formaldehidol 37% en
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2 L. de agua) durante 30 min. El exceso de plata se retird
lavando con agua destilada deionizada durante 10 seg.
Después, se sumergi6 en la solucion de revelado (60 g
de Na,CO,, 3 mL de formaldehido al 37% y 400 pL de
tiosulfato de sodio [10 mg -mL'] en 2 L. de agua) duran-
te 5 a 10 min hasta visualizar las bandas. Finalmente,
el gel se colocd a una solucion de acido acético al 10%
para detener la reaccion y se lavo con agua destilada
deionizada.

Analisis de datos

Las bandas polimoérficas en el gel fueron contadas vi-
sualmente con la ayuda de un transiluminador de luz
blanca; una banda se considera polimérfica si esta
presente al menos en un individuo y ausente en los
otros. Se gener6 una matriz binaria en la que las ban-
das fueron contadas como ‘1’ presente y ‘0’ ausente.
La matriz binaria de datos fue convertida a una ma-
triz de similaridad de acuerdo con la definicién de

Nei y Li (1979):
Si=2a/(2a+b+¢

Donde Sjj es la similitud entre los individuos 1y j;
a es el nimero de bandas presentes en ambos iy j; b
es el nimero de bandas presentes en 1 y ausentes en
J; ¥ ¢ es el nimero de bandas presentes en j y ausen-
tes en i. El dendograma fue construido a partir de la
matriz de similaridad agrupando los datos con el mé-
todo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Arithmetic
Average). El coeficiente de correlacion cofenética fue
calculado entre la matriz de similaridad y la matriz
cofenética. El analisis de coordenadas principales se
baso en la matriz de similaridad utilizando los algo-
ritmos DCENTER y EIGEN. Todos los datos se ana-
lizaron con el software NTSYS-pc® versiéon 2.11L
(Rohlf, 2000).

Resultados y discusion

Extraccion y cuantificacion

El protocolo de extraccion de ADN difiri6 del utilizado
previamente en palma (Rocha, 2002), el cual resultaba
dispendioso y costoso, y hacia dificil la extraccion de
un buen nimero de muestras. Uno de los cambios fue
el uso de SDS (dodecil sulfato de sodio), un detergen-
te aniénico cuya funcién principal es la de solubilizar
proteinas y membranas; su utilizacién para una optima
extraccion de ADN a partir de pequefias cantidades de
tejido foliar se reporta en varios protocolos (Quenzar
et al., 1998; Li et al., 2002). A fin de prevenir la presen-
cia de polifenoles que pueden unirse mediante enlaces
covalentes a proteinas y acidos nucleicos y generar un
ADN de baja calidad, se recurrié —ademas del PVP y el
SDS—, al B-mercaptoetanol por su funcién inhibitoria
de la oxidacion de compuestos fendlicos (Li et al., 2002).
Este procedimiento arroj6 muy buenos resultados pues
fue posible obtener ADN de alta calidad (Figura 1).

Ademas, el método de cuantificacién citado permite
determinar la calidad del ADN extraido e identificar
compuestos como ARN o proteinas que pueden interfe-
rir en las reacciones posteriores, acarreando problemas
como una insuficiente digestiéon por parte de las enzi-
mas en el caso de AFLP. La cuantificacién del ADN
mostré cantidades bastante diferentes, dependiendo de
la calidad (fisiologica y sanitaria) del foliolo utilizado.
En la Figura 1 se observa que el ADN no tiene impu-
rezas (ARN o proteinas) y que las bandas no presentan
degradacion por parte de las ADNasas. Estas caracte-
risticas son las ideales para iniciar el protocolo de AFLP,
ya que se necesita ADN de alta pureza para garantizar
la digestion completa por parte de las enzimas de res-
triccion en todas las muestras y asi no tener problemas
en la interpretacién de los polimorfismos (Ferreira y
Grattapaglia, 1998). Determinaciones electrofotomé-
tricas sobre la cantidad necesaria de ADN para iniciar

ADN gendmico de tomate

Muestras de palma

Figura 1. Cuantificacion del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,7 % (p/v).
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trabajos con AFLP son reportadas por Ubi et al. (2003)
al correr alicuotas de ADN en gel de agarosa al 8%

(p/v) y compararlas con cadenas no digeridas del fago
Lambda.

Técnica de AFLP

La primera modificacién implementada fue la cantidad
de ADN con que se inici6 la digestién enzimatica al uti-
lizar 270 ng, 20 ng mas de lo sugerido por la casa co-
mercial. Modificaciones similares se han reportado en
papa (McGregor et al., 2002) especie de la que utilizaron
entre 300 y 400 ng de ADN; de igual forma en café (An-
thony et al., 2002), para lo cual se usaron alicuotas de
500 ng de ADN gendmico; ello senala que el aumento
de la concentraciéon del ADN inicial genera resultados
optimos. Por otra parte, el incremento de la cantidad de
ADN al inicio del protocolo de AFLP ha sido estudiado
por Zhu et al. (1998)y Vos et al. (1995) quienes evaluaron
cantidades entre 0,2 pg y 1,0 pg y determinaron que los
perfiles de las bandas no son significativamente sensi-
bles a la concentracion inicial del ADN.

Posteriormente, el producto de preamplificacion se
diluy6 1:50 segtin las recomendaciones del manual, y a
1:10 segan Julier et al. (2003) para posteriormente reali-
zar la reacciéon de amplificaciéon con los cebadores +3.
Por dltimo, los productos de PCR +3 se observaron en
una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% sobre el
cual se evaluaron las dos diluciones de la preamplifica-
ci6n (1:10 y 1:50) (Figura 2A); para la tincion se utilizo
agua de consumo humano (Santa Clara®). En la Figura
2A se evidencia que la concentracion 1:50 recomendada
por el fabricante de AFLP’s no fue 6ptima para la palma,
mientras que en la concentracién 1:10 se pueden ver un
buen nimero de las bandas. Este resultado es coheren-
te con las modificaciones que se realizan al protocolo de
AFLP en los trabajos de Rajinder et al. (1998) y Julier et al.
(2003). El ajuste en la dilucién del producto de la pream-
plificacién puede realizarse de 1 a 50 veces, dependiendo
de la intensidad de las bandas (Zhu et al., 1998), lo que

permite obtener mejor resolucién en los geles.

El otro problema que se observa en la Figura 2A es la
deficiente calidad de la tincién cuando se utiliza agua
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Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% y 8M de urea. A) Evaluaciéon de dos diluciones del producto de pream-
plificacion. B) Perfil de bandas de seis materiales Dura con cinco combinaciones de cebadores.
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de consumo humano que tiene contaminantes, espe-
cialmente halégenos y/o iones metalicos, que generan
una baja intensidad de las bandas, razén por la cual se
recomienda la utilizacién de agua destilada y deioniza-
da para tal fin.

Por lo anterior, se evaluaron tres tipos de agua: de
consumo humano, destilada y Milli Q®. Las dos prime-
ras generaron precipitaciéon del carbonato de potasio, al
igual que turbidez en la solucién con nitrato de plata.
El resultado final del uso de este tipo de agua son ge-
les manchados con bandas muy tenues. Los analisis de
conductividad eléctrica corroboraron los resultados, al
encontrar mayor cantidad de sales en el agua de con-
sumo humano (190 pmhos), y reducida cantidad de las
mismas en el agua Milli Q® (1,7 umhos), opciéon que
mostré mejor desempeno para la tinciéon de los geles.
En la Figura 2B se puede observar un buen nimero de
bandas polimoérficas, cerca de 30 a 40 entre los 100 y
800 pb, un resultado similar al reportado por Rajinder
et al. (1998) en palma de aceite.

Estudio preliminar de caracterizacion
molecular

En las 12 muestras evaluadas (Tabla 1) se detectaron un
total de 134 bandas polimoérficas con el uso de cuatro
combinaciones de cebadores (Tabla 2). La combinacién
de cebadores E-ACA/M-CAG presenta el mayor nime-
ro de polimorfismos con 68 bandas polimérficas, a dife-
rencia de la combinacion E-ACC/M-CAG que muestra
tan s6lo 6 bandas polimorficas; la alta cantidad de ban-
das polimérficas es una primera indicacion de la varia-
ci6n genética presente en los individuos evaluados. Estos
resultados son consistentes con los polimorfismos detec-
tados en palma por Maizura & Rajanaidu (2003) quienes
usaron ocho combinaciones de cebadores, generando un
total de 228 bandas polimérficas. De igual forma, Purba
et al. (2000) reportaron la generacion de 96 bandas poli-
moérficas utilizando cinco combinaciones de cebadores.

Tabla 2. Bandas polimoérficas obtenidas por combinacion
de cebadores.

Cebadores No. de bandas
E-ACT/ M-CAA 24
E-ACA/ M-CAG 68
E-ACC/ M-CAA 36
E-ACC/ M-CAG 6

Total 134

2005 Galeano: Estandarizacion de la técnica molecular de AFLP...

La variacién genética entre los 12 materiales fue esti-
mada usando el coeficiente de similaridad sugerido por
Nei & Li (1979), el cual se recomienda para el analisis de
datos de marcadores dominantes, pues da mas impor-
tancia a las bandas compartidas o coincidentes (Zeid,
2003). En la matriz de similaridad (Tabla 3) se eviden-
cian relaciones muy cercanas entre las palmas Ténera
que mostraron indices de similaridad de 0,667 (GC 243
y GG 242); por otra parte, se encuentran bajos valores
de similaridad (0,074 a 0,2) al comparar la palma de
origen americano (GC 252) con el resto de palmas de
origen africano.

Tabla 3. Matriz de similaridad.

AL AL AL 6C G6C G6C G6C G6C 6C GC GC

149 150 151 207 208 209 240 241 242 243 1252
ALT49 1
ALT50 0,557 1
ALT5T 0,545 0,607 1
6C207 0,333 037 04 1
6C208 0,354 0,296 0,406 0,286 1
6C209 0,5 0,541 0,655 0,289 0,278 1
6C240 0,466 037 0425 03 049 0267 1
6C241 04 0549 0,622 0,371 0271 0,54 0371 1

6C242 0,517 0,526 0,588 0,366 0,254 0,625 039 0478 1
6C243 0,442 0,465 0,507 0,222 0,291 0,617 0,328 0,328 0,667 1
6C252 0,087 02 0,122 0,162 0,276 0,109 0,244 0,098 0,115 0,074 1

El analisis de agrupamientos genera un dendrograma
(Figura 3) con una correlacion cofenética alta (r = 0,92),
lo cual indica que el fenograma representa fielmente los
valores de la matriz de similitud (Crisci y Lopez, 1983).
En el arbol se puede evidenciar dos grandes agrupa-
mientos: el primero redne todas las palmas tipo Dura
colectadas en la Zona Central (Plantacién Monterrey),
con excepcion de CG 209, la cual se colect6 en la Zona
Norte, junto con algunas tipo Ténera. En el segundo
grupo se ubican las restantes palmas Dura de la zona
norte, junto con otras Ténera.

El agrupamiento de las palmas tipo Dura colectadas
en la Zonas Central y Norte con las palmas tipo Téne-
ra, se puede explicar al conocer el origen hibrido de las
palmas Ténera, ya que provienen del cruce de Dura
x Pisifera. Similares agrupamientos de materiales Dura
con Ténera son reportados en los trabajos de Maizura

y Rajanaidu (2003).
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Figura 3. Dendograma generado por el agrupamiento UPGMA de la matriz de simi-
laridad.

F=d

Figura 4. Diagrama de coordenadas principales basado en la matriz de similaridad.
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Los resultados del analisis
de coordenadas principales
de la Figura 4, muestran la
distribuciéon de las muestras
en tres coordenadas las cuales
explican el 50,3 % de la varia-
ciéon. En dicha figura se pue-
de corroborar de forma mas
precisa los agrupamientos evi-
denciados en el dendrograma
de la Figura 3, lo que permite
afirmar que existe una intere-
sante diferenciaciéon genética
en los individuos evaluados.

Por dltimo, en las Figuras
3 y 4 se puede observar que
la palma de aceite de origen
americano (GC 252) se agrupa
aparte de las palmas de origen
africano. Resultados similares
son reportados en palma de
aceite por Bilotte et al. (2001)
y Barcelos ¢t al. (2002) quienes
usaron microsatélites, y AFLPy
RFLP, respectivamente. Por el
contrario, solamente el trabajo
publicado por Arias y Rocha
(2004) reporta una corta dis-
tancia genética entre la palma
americana y la africana gene-
rando un dendrograma donde
ambas especies se mezclan y
evidenciando que los marca-
dores microsatélites, utilizados
en dicho trabajo, no pueden
distinguir entre E. olefera y E
guineensts o problemas el etique-
tamiento del material.

Conclusiones

Para los objetivos del Programa
de Fitomejoramiento de Ce-
NIPALMA la diferencia genética
existente entre los grupos de las
palmas tipo Dura es de gran in-
terés, cuando se busca seleccio-
nar materiales tipo Dura que sir-
van para realizar cruzamientos

Agronomia Colombiana Vol. 23 - No. 1



DxD vy asi generar progenies segregantes con variabilidad
genética que puedan brindar mas ganancia en la seleccion
de palmas madre. Ademas, la viabilidad de los cruzamien-
tos interespecificos en palma hace que la especie E. oleye-
7a constituya una de las estrategias para aumentar la base
genética en los programas de mejoramiento de palma de
aceite en Colombia.
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