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Resumen 

RESUMEN 

,. 

Los marcadores moleculares tipo microsatélites o SSR (Secuencias Simples Repetidas) 

han demostrado ser una herramienta útil en la realización de diversos estudios, entre los 

que se encuentran el análisis de la diversidad y relaciones genéticas (Lebrun et a/., 1998; 

Baudouin y Lebrun, 2002; Meerow et a/., 2003; Perera et a/. , 2000; 2001; 2003; Rajesh et 

a/., 2008). Para Cocos nucifera L. se utiliza una metodología a partir de muestras de tejido 

de hoja de plantas adultas. Sin embargo, dado que las palmas adultas son muy altas, en 

particular para ciertos ecotipos, se dificulta mucho la colecta de muestras gastando mucho 

tiempo y recursos. Por otro lado, los estudios requieren de transportar muestras de un 

país, bajo requerimientos fitosanitarios estrictos. El presente trabajo por tanto se realizó 

para evaluar: (a) la posibilidad del uso del tejido obtenido de la base del tronco de 

cocotero para la obtención de muestras de ADN y (b) el uso de tarjetas FT A (Fiinders 

Technology Associates) como medio de colecta, transporte y conservación de ADN para 

su posterior uso en estudios genéticos con SSR. Los resultados obtenidos en el presente 

trabajo se realizaron por 'medio de la técnica de electroforesis capilar y en base a los 

análisis bioinformaticos se pudo observar el mismo resultado al emplear el tejido de tronco 

como el tejido de hoja como fuente de ADN para análisis genético. De igual manera con el 

tejido de tronco aplicado en tarjetas FTA, se obtuvo buenos resultados al ser comparado 

con un kit comercial. En cocotero es el primer estudio que reporta el empleo de tejido de 

tronco como fuente de ADN para análisis con marcadores moleculares y el uso adicional 

de tarjetas FTA como un método conveniente para la colecta, extracción, transporte y 

conservación de ADN de cocotero y para la realización de futuros análisis genéticos de la 

especie. 

,. 
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Abstract 

ABSTRACT 

The microsatellite molecular markers or SSR (Simple Sequence Repeats) have proven to 

be a useful tool in several studies, among which are the diversity analysis and genetic 

relationships (Baudouin and Lebrun , 2002; Lebrun et al., 1998; Meerow et al. , 2003; 

Perera et al., 2000, 2001 : ·2003 ; Rajesh et al. , 2008). For Cocos nucifera L. methodology 

to obtain samples is based on the use of leaf tissue of adult plants. However, given that 

the adult palms are very tall , especially for certain tall ecotypes samples collection is very 

difficult, spending considerable time and resources. Furthermore, studies require 

transporting samples from country to country, under strict phytosanitary requirements. The 

present study was therefore undertaken to assess: (a) the possibility of using tissue from 

the coconut trunk base to obtain DNA samples; and (b) the use of FTA cards (Fiinders 

Technology Associates) as á means for collection , transportation and storage of DNA for 

subsequent use in genetic studies with SSR. The results obtained in this study were 

performed using a capillary electrophoresis technique; and based on bioinformatics 

analysis it was observed the same results when using either trunk tissue or leaf tissue as 

the so urce of DNA for genetic analysis. Similarly, using FT A cards with trunk tissue 

samples, good results were obtained when compared with a commercial kit. This is the 

first study to report the use of coconut trunk tissue as a source of DNA for molecular 

marker analysis and the additional use of FTA cards as a convenient method for the ,. 
collection, extraction, transportation and storage of DNA coconut and for conducting future 

genetic analysis of the species. 

3 
¡· 



Abstract 

·' 

·' 

4 

·' 



Introducción 

INTRODUCCIÓN 

El cocotero (Cocos nucifera L.) es una especie de gran importancia económica, la 

predominancia de este cultivo se acentúa en las zonas costeras tropicales (Harries, 1978; 

2000). La palma de coco .ha sido de gran utilidad al humano desde hace más de 10,000 

mil años, como fuente de diversos satisfactores tales como alimento, bebida, techo, fibra, 

azúcar, madera, alcohol , combustible , aceite y utensilios domésticos, refiriéndose a él en 

numerosas culturas como "el árbol de los mil y un usos", o el "árbol de la vida" (Ohler, 
,. 

1984; Chan y Elevitch , 2006; CONACOCO, 201.1 ). 

Desafortunadamente, la palma de cocotero está sujeta al ataque de agentes que 

producen diversas enfermedades y que afectan su producción y pueden ser letales, entre 

los que se encuentran; virus (Rohde et a/. , 1990), viroides (Hanold y Randles, 1991 ), 

protozoos (Parthasarathy et a/. , 1978), hongos (Joseph et al. , 1975), nematodos (Griffith, 

1987) y mollicutas como el fitoplasma causante del amarillamiento letal (AL) (Howard y 

Barrant, 1989). Debido a su largo ciclo de vida de la palma, su tasa evolutiva es muy baja 

en comparación a la tasa evolutiva de los micro-organismos, lo cual requiere la 

intervención de los humanos para acelerar su evolución en términos de posibilitar su 

adaptación al ambiente (Howard y Harrison 2007). 

En México como en otros países de América latina y el Caribe el AL es el problema 

fitosanitario más grave que enfrentan los cultivadores de cocotero pues es una 

enfermedad devastadora La problemática del AL ha provocado la necesidad de 

establecer programas de mejoramiento con el fin de generar ampl ia variabilidad genética 

así como formar variedades resistentes a la enfermedad y con alta productividad para 

util izarlas en la replantación de las áreas afectadas, dado que esta es la mejor estrategia 

probada para combatir la enfermedad (Oropeza y Zizumbo-Villarreal , 1995; Zizumbo

Villarreal et al. , 1999; Zizurnbo-Villarreal et a/., 2006). 

Para enfrentar la problemática anterior, es indispensable tanto conocer el material 

genético del que se dispone en el país, como definir el germoplasma suplementario y 

definir las estrategias de mejoramiento como de conservación del germoplasma. Como 
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herramienta importante se han planteado a los marcadores moleculares para realizar 

estas tareas. Para el cocotero se han desarrollado marcadores microsatelitales 

específicos (Rivera et al., 1999; Baudouin y Lebrun , 2002) que han demostrado ser útiles 

en estos estudios. Esta metodología se implementó a partir del uso del tejido de hoja de 

plantas adultas como fuente de ADN, desafortunadamente el uso de este tejido presenta 

algunos problemas: dificultad para acceder a la copa, riesgo de accidentes, dificultad de 

encontrar quien realice la colecta, es costoso y se invierte mucho tiempo. Esto podría 

evitarse si en lugar de colectar tejido de hoja se colectara el tejido de la base del tronco. 

De igual manera otras dificultades que se presentan son la conservación y el transporte 

de muestras a través de fronteras. El transporte de tejidos de un país a otro, cada vez es 

más difícil debido a: (1) los permisos fitosanitarios para introducir tejidos a nuestro país, a 

veces son muy difícil de obtener, (2) los certificados fitosanitarios y permisos para sacar 

tejidos del país de origen de las muestras, a veces son muy difíciles de obtener. En 

cuanto a conservación de las muestras, los viajes de colecta suelen ser largos y hacen 

difícil la conservación adecuada de las muestras; por lo que en este trabajo se propone el 

uso de tarjetas FTA (Fiinders Technology Associates) ya que es una simple tecnología 

que reduce las etapas de colecta de ADN, transporte, purificación y almacenamiento y, 

por consiguiente, reduce el costo y el tiempo requerido para procesar el ADN (Mbogori et 

al., 2006). 

En base a lo descrito anteriormente, en el presente trabajo se propone evaluar la 

posibilidad del uso del tejido obtenido de la base del tronco de cocotero para la obtención 

de muestras de ADN y el uso de tarjetas FTA (Fiinders Teéhnology Associates) como 

medio de colecta, transporte y conservación de ADN para su posterior uso en estudios 

genéticos basados en marcadores moleculares. 
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,. Capítulo 1 

CAPÍTULO 1 

1.1 ANTECEDENTES GENERALES 

1.1.1 Descripción del cocotero 

,. 

Figura 1.1 Palmas de cocotero (Chan y Elevitch , 2006). 

La palma de coco (figura· 1.1) ha sido dispersada en toda el área intertropical del mundo 

por los humanos, particularmente en los últimos 500 años. Su nombre científico es Cocos 

nucifera y se deriva de !apalabra portuguesa "coco" que significa "cara de mono". En un 

tiempo, los científicos reconocieron casi sesenta especies dentro del género Cocos pero 

actualmente se acepta qJJe el género es monoespecífico. Por consiguiente, todos los 

cocoteros del mundo son taxonómicamente la misma especie, es decir que plantas de 

todas las poblaciones distribuidas en el mundo pueden presentar descendencia fértil al 

entrecruzarse (Rosengarten , 1986). 
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El cocotero pertenece a la familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae, tribu Cocoideae, 

subtribu Butinae, género Cocos y especie Cocos nucifera (Uhl y Drasfield, 1987). El 

cocotero llamado comúnmente "el árbol de la vida", pude ser encontrado a lo largo de la 

costa de casi todos los países ubicados entre los trópicos de Cáncer y Capricornio. En 
·' 

términos botánicos, el cocotero es una monocotiledónea perenne leñosa y no es 

considerado como un árbol , ya que carece de corteza, no tiene ramificaciones y tampoco 

cambium secundario que a su vez pueda generar crecimiento secundario (Ohler, 1999). El 

cocotero posee un tronco único, de 1 O a 30 m de altura, en ejemplares de 40 años la 

altura típica es de 20 a 22 m. En el ápice presenta un grupo de. hojas que protege el único 

punto de crecimiento o yema terminal , que posee la planta, la cual tiene una cobertura 

foliar de 8 a 9 m. El crecimiento en altura depende de las condiciones ecológicas, de la 

edad de la planta y del tipo de cocotero (Freemond. et al., 1969; Chan y Elevitch , 2006). 

Las hojas son compuestas, pinadas, de 1.5- 4 m. de longitud (Domínguez et al. , 1999) y 

de 1 O - 15 Kg de peso cada una. (Freemond et al. , 1969). Una palma adulta produce 

entre 12 y 16 hojas por año. Cada hoja permanece alrededor de 3 años en la copa, 

después se desprende y deja una cicatriz permanente en el tallo. El número de cicatrices 

esta correlacionado con la edad de la palma, por lo que ésta puede calcularse dividiendo 

el número de cicatrices en el tallo entre trece, que es el promedio de hojas producidas por 

año (Santos et al., 1996). ·' 

La inflorescencia es un espádice que se desarrolla en la axila de cada hoja. El cocotero es 

una planta monoica, con sus órganos sexuales separados en la misma inflorescencia. El 

espádice consiste de un eje principal con 20 a 65 espigas en las cuales se encuentran las 

flores . Las flores femeninas se localizan en la base de las espigas, el resto de las espigas 

están totalmente cubiertas por las flores masculinas. Las flores son sésiles. Cada espiga 

puede tener una o más flores femeninas y por lo general entre 200 y 300 flores 

masculinas, esta última característica varía en relación al número total de espigas y su 

longitud. El número de flores femeninas por inflorescencia varía entre 20 y 40 (Ohler, 

1999). Las flor femenina es mucho más grande que la masculina y su forma es parecida a 

un coco muy pequeño (Ashburner, 1994 ). 

·' 
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Bajo cond iciones de crecimiento favorables, las palmas de coco de las variedades altas, 
,. 

inician su floración aproximadamente a los seis años de edad , cuando tiene de 2.4 a 4.5 

m de altura. Las variedades enanas e hibridas comienzan a florecer más temprano, 

usualmente a los 4 o. 5 años (Parrotta, 1993). 

El fruto es una drupa fibrosa , que se desarrolla a partir de un ovario tricarpelar. Consta de 

una capa lisa y delgada, el exocarpo y de una capa fibrosa, el mesocarpo, que envuelve 

al endocarpo, dentro del cual se encuentra la semilla, que está conformada por la testa, 

una simple y delgada capa, el endospermo líquido o agua y el endospermo sólido o carne, 

en el cual se encuentra el embrión embebido. El fruto de las variedades altas es más 

grande en comparación con el de las variedades enanas, las cuales, en contraste con las 

variedades altas, presentan gran número de nueces pequeñas que maduran con mayor 

rapidez. (Freemond et al., 1969; Woodroof, 1970; Santos et al. , 1996; Ohler, 1999). 

1.1.2 Importancia económica 

El cocotero (Cocos nucifera L) junto con la palma africana (E/aeis guineensis) son, 

probablemente, las oleaginosas de mayor importancia en las regiones tropicales y 

subtropicales del mundo (CONACOCO, 2012). Apreciado por sus múltiples usos, el 

cocotero ha sido de gran utilidad al humano desde hace mas de 10,000 mil años, como 

fuente de diversos satisfactores tales como alimento, bebida, techo, fibra , azúcar, madera, 

alcohol , combustible, aceite y utensilios domésticos, refiriéndose a él en numerosas 

culturas como "el árbol de los mil y un usos" o el "árbol de la vida" (Ohler, 1984; Chan y 

Elevitch , 2006; CONACOCO, 2011 ). 

El aceite de su semilla fue la primera grasa vegetal que sustituyó a la grasa animal en la 

elaboración de jabones y en las margarinas en el siglo XIX (Harries, 1978). En la 

actualidad , el aceite de coco ha perdido mucho terreno frente a otros aceites de origen 

vegetal , un estudio en el año 2009 registró que la producción mundial de aceites 

vegetales la conformaban'.cuatro principales cultivos: Palma aceitera (33 %), Soya (27%), 

Canola (16%) y Coco (2%) (CONACOCO, 2011 ). 
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Entre los usos actuales del aceite del cocotero, de gran potencial económico, se 

encuentran el aceite virgen comestible y el aceite para la industria de la perfumería y de 

los bioenergéticos, tales como la bioturbosina para los a\')ones y el biodiésel para 

automotores (Tan et al., 2004; delos Reyes, 2007). Su uso vislumbra como una 

importante contribución para enfrentar a la crisis energética actual y ambiental en un 

futuro cercano (Maulion y Male, 2006). 

Su cultivo se localiza en Indonesia, India, Filipinas, Malasia, Centroamérica y África 

tropical. El principal producto exportado es la copra sin procesar, seguido del coco 

desecado. La diversidad y potencialidad del coco contribuyen de manera considerable al 

sector económico de los países productores. Uno de los mercados más florecientes es la 

industrialización del agua de coco, siendo muy apreciada en los países tropicales donde 

se toma extrayéndola directamente del fruto (FAO, 2007). 

Además, se prevee que el agua de coco podría competir en el mercado de $10,000 

millones de USO de las bebidas deportivas, debido a su carácter isotónico natural único al 

contener las concentraciones de calcio, fósforo, sodio, potasio y magnesio de la sangre 

humana. En consecuencia , las dos empresas multinacionales que dominan el mercado de 

las bebidas embotelladas han realizado inversiones en este producto. PepsiCo ha 

comprado la empresa brasileña Amacoco y sus populares marcas Kero Coco y Trop 

Coco, que controlan la mayor parte de las ventas de esta bebida embotellada en Brasil. 

Por su parte, Coca-Cola Co. adquirió el primero de septiembre de 2009 el 20% de las 

acciones de la empresa embotelladora de agua de coco ZICO, por aproximadamente $15 

millones de USO (CONACOCO, 2009). 

El alto contenido de los ácidos laúrico y cáprico contenidos en el endospermo fresco del 

coco, con concentraciones mayores a la leche materna e implicados en el fortalecimiento 

del sistema inmunológico humano, le confiere otra característica única al aceite poco 

conocido y utilizado de manera incipiente por la industria a niveles masivos, está 

impactando en el incremento acelerado del aceite virgen en el mercado (CONACOCO, 

2011 ). 

·' 
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,. 
En lo referente a la producción del cocotero en América Latina, básicamente Brasil y 

México son los países que sobresalen en cuanto a volumen de producción se refiere, los 

cuales en el 201 O, según FAO, participaron con el 4.33% y 1.57% de la producción 

respectivamente ubicándose como el cuarto y octavo productor a nivel mundial 

(CONACOCO, 2012). En México las principales zonas productoras de cocotero se 

localizan en dos grandes regiones: La del Golfo y Caribe: en las costas de Tabasco, 

Veracruz, Campeche, Yucatán y Quintana Roo y la del Pacifico: en las costas de 

Guerrero, Colima, Oaxaca, Michoacán, Nayarit, Jalisco y Chiapas. El cocotero es uno de 

los cultivos de mayor importancia económica, al cubrir una superficie de 145, 456 has de 

las cuales dependen aproximadamente 35 mil familias que viven directamente del cultivo 

(SIAP, 2011 ). Los usos más recientes de importancia económica son el agua de coco, el 

aceite virgen, el azúcar, el carbón activado, el aceite como aditivo para motores diesel , el 

aceite para la producción de biodiesel y productos a base de fibra para la industria 

automotriz (Lao, 2008) (figura 1.2). 

,. 

Figura 1.2 Algunos productos obtenidos a partir de la palma de cocotero (Tan et al. , 2004; deles 

Reyes, 2007; Lao, 2008). 

,. 
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1.1.3 Variedades del cocotero 

·' 

La primera clasificación sistemática del cocotero fue realizada por Narayana y John 

( 1949) con base en el hábito de crecimiento, identificando dos variedades principales. Las 

variedades con hábito alto las cuales son principalmente alógamas, tardan 

aproximadamente 5 años en florecer y tienen frutos más grandes en comparación al 

hábito enano, variedades predominantemente autógamas y precoces, ya que comienzan 

a producir desde 3 años (Woodrof, 1970). 

En cuanto a las presiones de selección ejercidas por la naturaleza y por los humanos 

durante el proceso de domesticación del cocotero, se conformaron dos grandes acervos 

genéticos a nivel mundial: el tipo Níu kafa, con características de fruto que constituyen el 

síndrome silvestre en la especie y el tipo Níu Vaí con características de fruto que 

constituyen el síndrome domesticado, las variedades representativas de ambos son el 

Alto Oeste Africano (WAT) y Enano Malayo Amarillo (EMA). El síndrome silvestre 

corresponde a frutos de forma alargada, con alto conte_r,¡ ido de mesocarpo, bajo 

porcentaje de endospermo, germinación tardía y heterogénea, características que 

permiten la dispersión natural a grandes distancias por flotación y el establecimiento en la 

línea de costa donde se presentan bajas presiones de competencia. El síndrome 

domesticado corresponde a frutos de forma redonda, con menor contenido de mesocarpo, 

mayor porcentaje de endospermo, principalmente endospermo líquido, germinación 

precoz y homogénea, características que limitan o impiden su dispersión por flotación , 

haciéndolas dependientes del humano para su establecimiento, desarrollo y reproducción 

en condiciones naturales (Harries, 1978). 

1.1.4 Variedades de cocotero presentes en México 

La palma de coco fue introducida a México durante el siglo XVI de diferentes partes del 

mundo. Las poblaciones en la costa del Golfo de México tienen características similares al 
, 

tipo silvestre (Níu kafa) y en la costa del Pacífico presentan car·acterísticas similares al tipo 

doméstico (Níu vaí) (Zizumbo, 1996; Zizumbo y Piñero, 1998; Zizumbo et al., 2005a). 
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1.1.5 Problemática del cocotero en México 

,. 

MéxicO se encuentra entre los diez primeros productores a nivel mundial , detrás de los 

grandes productores asiáticos como Indonesia, Filipinas y la India (CONACOCO, 2012). 

Desafortunadamente, la palma de cocotero está sujeta al ataque de agentes que 

producen diversas enfermedades y que afectan su producción y pueden ser letales, entre 

los que se encuentran ; virus (Rohde et al. , 1990), viroides (Hanold y Randles, 1991 ), 

protozoos (Parthasarathy et al. , 1978), hongos (Joseph y Radha, 1975), nematodos 

(Griffith , 1987) y mollicutas como el fitoplasma causante del amarillamiento letal (AL) 

(Howard y Barrant, 1989). 

La problemática del cocotero en México se pude englobar en la baja productividad de las 

plantaciones ya existentes y en la disminución de la superficie del cultivo. Las principales 

causas de estos problemas son : escasas prácticas del cultivo, plantaciones viejas, 

enfermedades y plagas. Entre las enfermedades, la más destructiva es el Amarillamiento 

letal (AL) causado por fitoplasmas, de la cual se hablara a detalle más adelante. 
,. 

En México, la mortalidad debida al Amarillamiento Letal se registró en cinco ecotipos de 

cocotero: Enano Malayo Amarillo, Alto del Atlántico, Alto del Pacífico 1, Alto del Pacífico 2, 

Alto del Pacífico 3 (EMA, AA, AP1 , AP2 Y AP3 respectivamente) representantes de la 

diversidad de germoplasma que se cultiva en el país. En base a esto, se realizó un 

estudio para identificar germoplasma resistente ante el AL como una alternativa para el 

control de dicha enfermedad, lográndose identificar ecotipos con un menor porcentaje de 

mortalidad como son Enano Malayo Amarillo (EMA) y los tres ecotipos Altos del Pacífico 

(AP1 , AP2 y AP3) con mediana y alta resistencia (figura 1.3) (Zizumbo et al., 2008). 

,. 
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Figura 1.3 Mortalidad total acumulada por ecotipo debido a la enfermedad del Amarillamiento Letal 

en San Crisanto, Yucatán , México (Zizumbo et al., 2008). 

·' 

1.1.6 Amarillamiento Letal del cocotero (AL) 

El AL es una enfermedad epidémica que ataca a unas 30 especies de palmas (Howard , 

1990). La enfermedad es causada por un fitoplasma cuyo principal vector es el homóptero 

Myndus crudus Van Duz e e (Howard et al., 1983; 1984) (figura 1.4 ). Aunque los síntomas 

de la enfermedad en la palma se pueden revertir temporalmente por medio de la 

aplicación de antibióticos de la familia de las tetraciclinas, el costo, los efectos ecológicos 

y de salud colaterales por el uso de antibióticos limitan su aplicación en plantaciones 

comerciales (McCoy, 1973; 197 4; Harrison, 2007). 

·' 
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Planta enferma con AL 

Figura 1.4 Fitoplasma causante del AL (izquierda), vector del AL (medio), palma enferma con AL 

(derecha). 

En la década de los noventa la enfermedad del AL destruyó millones de palmas en 

Jamaica, Florida, México, Belice y Honduras (Harrison et al., 1999). En México, el AL ha 

eliminado virtualmente al .cocotero Alto del Atlántico en toda la costa de Quintana Roo, 

Yucatán y Campeche (Domínguez et al., 1999) y se estima que ha devastado 

aproximadamente unas 13 mil ha de la plantación (Doyle, 1998). Durante el desarrollo del 

AL, las palmas exhiben varios síntomas visuales (figura 1.5) tal como la caída prematura 

de los frutos (estadio 1), inflorescencia necrótica (estadios 2 y 3), clorosis y senescencia 

de hojas (estadios 4-6), (Maust et al. , 2003). Las hojas adquieren después color marrón, 

se desecan y mueren, permanecen colgando por algunos días y finalmente caen, 

quedando únicamente el tronco desnudo (McCoy et al. , 1982). 

,. 
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·' 
Figura 1.5 Cronología de síntomas del AL en la palma de coco. A). Caída prematura de los frutos; 

B). Inflorescencia necrótica; C). Clorosis y senescencia de las hojas más viejas; D). Clorosis de las 

hojas jóvenes y necrosis de la espata; E). Estado avanzado, caída de la corona de hojas 

quedando el tronco desnudo (poste telefónico) (McCoy et al., 1982). 

1.1. 7 Alternativa de solución 

La problemática del AL ha provocado la necesidad de establecer pruebas de resistencia 

en campo con el fin de evaluar individuos y poblaciones para identificar aquellos 

resistentes a la enfermedad y con alta productividad para utilizarlos en la replantación de 

las áreas afectadas e iniciar programas de mejoramiento genético, dado que esta es la 

mejor estrategia probada para combatir la enfermedad (Oropeza y Zizumbo-Villareal, 

1995; Zizumbo-Villarreal et al. , 1999). Es por ello imprescindible la búsqueda de 

germoplasma resistente que dispone el país y establecer el germoplasma suplementario 

de otros países, para lo cual se han planteado el uso de los marcadores moleculares para 

realizar los estudios genéticos como los más adecuados. 
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,. 

1.1.8 Métodos de caracterización molecular 

Las técnicas de caracterización de plantas basadas en marcadores moleculares 

determinan la identidad genética de cada individuo incluido en el estudio por medio de un 

patrón de bandeo o "huella genómica". La comparación de estas huellas se pueden 

utilizar en la evaluación de diversos aspectos genéticos, tales como la diversidad y 

estructura genética de las poblaciones, sus relaciones genéticas, la identificación de 

variedades, el mapeo genético, etc. (Laurentin, 2009; Valadez y Kahl , 2000). Las técnicas 

de caracterización de plantas basadas en marcadores moleculares superan la principal 

desventaja de las técnicas basadas en caracteres morfológicos ya que identifican la 

variación a nivel de la molécula de ADN, la cual es independiente de la influencia 

ambiental (Perera et al., 1998; de Vicente y Fulton, 2003). Un marcador molecular es 

simplemente un segmento de ADN con una ubicación específica en un cromosoma (punto 

de referencia) cuya herencia puede seguirse en individuos de una población. La 

secuencia puede pertenécer a regiones codificantes (genes) o sin función conocida 

(Andersen y Lübberstedt, 2003). Los marcadores moleculares son mucho más numerosos 

que los marcadores morfológicos, por lo que su polimorfismo sobrepasa varias veces el 

de otras variantes genéticas, incluyendo las isoenzimas. Los marcadores moleculares 

asociados genéticamente a una característica específica son de particular interés en 

programas de mejoramiento debido a que permiten el rápido monitoreo de grandes 

números de plantas en una temprana edad del desarrollo. Esto facilita identificar 

individuos que contengan el carácter de interés. Además son de gran ayuda en la 

selección de los padres donantes para nuevos programas de mejoramiento y en la 

introgresión de caracteres (Milach, 1998). Un marcador ideal debe ser: altamente 

polimórfico o variable dentro y entre poblaciones, de herencia mendeliana no epistática 

(sin interacción entre genes), insensible a los efectos ambientales, codominante (que 

permita la identificación de individuos heterócigos y homócigos) de rápida identificación y 

simple análisis. Como se mencionó anteriormente los marcadores de ADN se utilizan 

fundamentalmente para el análisis de las diferencias en secuencias del ADN entre ,. 
individuos. Las técnicas empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los 

distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser de carácter dominante y 

codominante (Karp y Edwards, 1998). 
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1.1.8.1 Tipos de marcadores 

Con el desarrollo de las técnicas basadas en ADN , el mejoramiento genético del coco se 

ha visto favorecido con la disponibilidad de una mayor cantidad de marcadores los cuales 

existen de dos tipos: los dominantes (D), tienen algunas ventajas como el menor costo 

para su elaboración y ser multilocus, por tanto, se obtiene mayor información y una gran 

cantidad de polimorfismo utilizando pocos iniciadores; sin embargo, la mayor desventaja 

de este tipo de marcadores es que no permite distinguir directamente los individuos 

heterócigos y por lo tanto la estimación de estos se basa en presuponer que la población 

es de tamaño infinito y se encuentra en equilibrio Hardy-Wéinberg (H-W). Este tipo de 

marcadores incluyen a los RAPO (ADN Polimórfico amplificado al azar), AFLP 

(Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados), y los ISSR (Secuencias 

entre repeticiones simples o secuencia entre microsatélites) entre los más comunes 

(Butcher et al., 1999; Laurentin, 2009). 

El otro tipo de marcadores son los codominantes (CD), los cuales requieren mayor tiempo 

y esfuerzo para su generación, además no son transferibles directamente a otras 

especies; sin embargo, la principal ventaja de utilizarlos es que permiten diferenciar 

directamente los individuos heterócigos de los homócigos, por lo tanto para medir la 

heterocigosidad o diversidad genética, no requiere presuponer equilibrio H-W (Butcher et 

al. , 1999; Laurentin, 2009). Estos marcadores incluyen a las lsoenzimas, los RFLP 

(Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricción), los microsatélites o SSR 

(Secuencias Simples Repetidas) y la secuenciación de alelas entre otros, por lo que la 

selección del marcador molecular adecuado, dependerá primeramente si son heredables, 
·' 

codominantes o dominantes así como la estabilidad ambiental, número de loci detectados, 

la facilidad, la rapidez de los análisis y los costos de los mismos (Gepts, 1993; Zietkiewics 

etal., 1994). 
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1.1.8.2 Aplicación de los marcadores moleculares 

Los marcadores moleculares constituyen una herramienta moderna y poderosa para el 

viejo arte de la selección artificial. Sus aplicaciones más inmediatas se dan en la 

identificación de polimonismo, la identificación de individuos o grupos de individuos 

homócigos o líneas puras, la identificación de individuos híbridos, la estimación de 

distancias genéticas entre poblaciones, las relaciones genéticas entre individuos o 

poblaciones así como la clasificación taxonómica de ecotipos, poblaciones o accesiones 

que ingresan a los bancos de germoplasma (Dudley, 1994). Es por ello que se emplean 

en la caracterización de la diversidad genética con fines de mejoramiento. El notable 

adelanto logrado en los últimos años mediante su empleo en la confección y saturación de 

mapas génicos en las plantas ha brindado valiosa información sobre la estructura 

genómica de algunas especies y la localización de genes controladores de caracteres de 

interés para la selección (Breure, 1996). 

Otra de sus aplicaciones es en la identif,icación de accesiones núcleo en bancos de 

germoplasma ya que a partir del incremento del tamaño de las colecciones se hace más 

difícil evitar la inclusión de duplicados o accesiones muy similares, lo que implica un 

considerable gasto de recursos dedicados al mantenimiento, la evaluación y el manejo. 
,. 

Por las razones antes expuestas en la actualidad se ha propuesto dos soluciones 

complementarias dirigidas a incrementar el manejo y conservación eficiente y sostenible 

de germoplasma. La primera implica la identificación y eliminación de las accesiones 

duplicadas, la segunda, la creación de colecciones núcleo o representativas de la 

diversidad presente en toda la colección (Canales et al., 1999; Cornide, 2000; Cornide et 

al., 2001). 

,. 
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Figura 1.6 Microsatélites, ejemplo de un dinucleótido (AC)n (Aranguren et al., 2005). 

Los microsatélites (SSR) son marcadores moleculares codominantes que presentan las 

ventajas de ser heredables, identifican fácilmente los individuos heterócigos, son 

altamente sensibles y reproducibles (Baudouin y Lebrun , 2002; Perera et al., 2008). Son 

regiones de secuencias pequeñas (dos a diez pares de bases) repetidas, arregladas en 

serie, las cuales se asume que están distribuidas azarosamente por todo el ADN. 

Generalmente consisten en dinucleótidos (AC)n (figura 1.6), (AG)n. (AT)n; trinucleótidos 

(TCT)n. (TTG)n; tetranucleótidos (TATG)n. donde n es el número de unidades repetidas 

dentro de un locus de microsatélites. Además de estar en diferentes loci, también pueden 

ser poli-alélicos. Los (AT)n son los más abundantes en plantas' (Ma et al., 1996). Los SSR 

son secuencias de ADN altamente variables dispersas a través de los genomas de 

hongos, plantas y animales, los cuales pueden o no estar asociadas con genes, pero 

pueden considerarse loci putativos ya que se segregan mendelianamente, son también 

altamente mutables y pueden estar presentes en muchos sitios del genoma (Phillips et al. , 

1995; Valadez y Kahl , 2000). 

Las regiones extremas de los microsatélites son generalmente secuencias bien 

conservadas que permiten su amplificación por PCR (van Belkum et al. , 1998), usando 

iniciadores específicos de 20 a 30 pb de longitud que hibridan en la región que flanquea al 

tandem de repeticiones (microsatélites). Estos marcadores se resuelven por electroforesis 

en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, mediante tinción en plata o 

20 
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por autoradiografía (en el caso de usar un iniciador marcado radioactivamente). Si se 

dispone de un secuenciador automático, se puede resolver por tamaño en este equipo 

mediante el empleo de iniciadores marcados con fluoróforos, posibilitando un análisis 

automatizado. 

,. 

La base genética del polimorfismo detectado en microsatélites se basa en la variabilidad 

del número de repeticiones en tandem y consecuentemente del tamaño del microsatélite 

amplificado en individuos de una especie. El microsatélite amplificado por PCR es 

sometido a electroforesis en geles de alta resolución que permiten detectar diferencias de 

2, 3 o 4 nucleótidos que corresponden al mínimo polimorfismo de longitud en un 

microsatélite. Estas regiones son a menudo altamente variables y consecuentemente 

útiles para medir el polimorfismo entre especies o variedades muy relacionadas (Phillips 

et al.1995; Valadez y Kahl 2000). Los microsatélites son de naturaleza codominantes (es 

posible identificar los individuos heterócigos de los homócigos) (Cordeiro et al. , 2000). 

Para el cocotero se han desarrollado marcadores microsatelitales, un conjunto de los 

cuales desarrollados por Baudouin y Lebrun (2002) (cuadro 1.1 ), han demostrado ser una 

herramienta útil en la realización de diversos estudios, entre los que se encuentran el 

análisis de la diversidad y las relaciones genéticas (Baudouin y Lebrun, 2002). También 

se han utilizado para realizar inferencias de procedencia (Baudouin y Lebrun, 2009), para 

identificar poblaciones e individuos (Baudouin et al., 2004; Perera et el. , 2008) y en la 

construcción de mapas de ligamiento (Lebrun et al. , 2001 ). 

,. 
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Cuadro 1.1 Nombre y secuencia de los marcadores microsatelitales específicos para cocotero 

(Baudouin y Lebrun, 2002). 

Nombre 

CnCir A3 

CnCir A9 

CnCir 86 

CnCir 812 

CnCir C3 

CnCir C7 

CnCir C12 

CnCir E2 

CnCir E10 

CnCir E12 

CnCir F2 

CnCir G11 

CnCir H4 

CnCir H7 

Secuencia (F= Forward, R= Reverse) 
F AAT CTA AAT CTA CGA AAG CA 
R AA T AA T GTG AAA AAG CAA AG 
F AA T GTT TGT GTC TTT GTG CGT GTG T 
R TCC TT A TTT TTC TTC CCC TTC CTC 
F GAG TGT GTG AGC CAG CAT 
R ATT GTT CAC AGT CCT TCC A 
F GCT CTT CAG TCT TTC TCA A 
R CTG TAT GCC AAT TTT TCT A 
F AGA AAG CTG AGA GGG AGA TT 
R GTG GGG CAT GAAAAG TAA C 
F ATA GCA TAT GGT TTC CT 
R TGC TCC AGC GTT CAT CT A 
F ATA CCA CAG GCT AAC AT 
R AAC CAG AGA CAT TTG AA 
F TCG CTG ATG AAT GCT TGC T 
R GGG GCT GAG GGA T AA ACC 
F TGG GGT TCC ATT TCT TCT CTC ATC 
R GCT CTT T AG GGT TCG CTT TCT T A 
F TCA CGC AAA AGA T AA AAC C 
R ATG GAG ATG GAAAGAAAG G 
F GGT CTC CTC TCC CTC CTT ATC T A 
R CGA CGA CCC AAA ACT GAA CAC 
F AAT ATC TCC AAA AAT CAT CGA AAG 
R TCA TCC CAC ACC CTC CTC T 
F TT A GAT CTC CTC CCA AAG 
R ATC GAA AGA ACA GTC ACG 
F GAG ATG GCA TAA CAC CTA 
R TGC TGA AGC AAA AGA GT A 

1.1.8.4 Estudios en cocotero empleando microsatélites 

Hasta el momento para Cocos nucífera se ha desarrollado una metodología de 

microsatélites que requiere el uso especifico de muestras d~, hoja (Baudouin y Lebrun, 

2002). En el cuadro 1.2 se presentan estudios realizados en cocotero empleando 

microsatélites a partir de tejido de hoja. 
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Cuadro 1.2 Estudios realizados en cocotero empleando microsatélites a partir de tej ido de hoja. 

AUTOR 

Konan , et al., 
2006 

Rajesh , et al., 
2008 

Ribeiro , et al., 
2010 

Gunn, et al., 
2011 

Kumar, et al., 
2011 

TITULO 

Microsatellite gene diversity in coconut 
(Cocos nucifera L.) accessions resistants 
to lethal yellowing disease 

Microsatellite variabil ity of coconut 
accessions (Cocos nucifera L.) from 
Andaman and Nicobar lslands 

Population structures of Brazi lian tall 
coconut (Cocos nucifera L.) by 
microsatellite markers 

lndependent Origins of Cultivated 
Coconut (Cocos nucifera L.) in the Old 
World Tropics 

,. 
Microsatellite Marker based 
Characterization of South Pacific Coconut 
(Cocos nucifera L) Accesions 

ESTUDIO 

Este trabajo tuvo como objetivo el uso de materiales 
identificados como referencia para seleccionar adecuados 
padres para los estudios de mapeo genético. Un total de 58 
alelas fueron detectados en los 12 loci de microsatélites. 
Para la extracción de ADN se util izaron las hojas más 
jóvenes de la palma de coco. 
El grado de diversidad genética en 26 accesiones de coco 
de las islas Andaman y Nicobar (A&N) se determinó usando 
14 marcadores microsatélites. El ADN se extrajo de las 
hojas de las palmas 
En este estudio se evaluó la diversidad genética entre y 
dentro de las poblaciones brasileñas de coco altas. Se 
utilizaron las hojas más jóvenes de la palma para la 
extracción de ADN. 
Se investigo la historia de domesticación de los cocos y la 
estructura genética de la población y su relación con los 
patrones de dispersión humana. Porciones de las holas 
emergentes se obtuvieron de las copas de las palmas. 
En el presente estudio se utilizaron 8 marcadores de 
microsatélites para caracterizar la diversidad genética 
presente en ecotipos de cocotero del Pacifico Sur. El tejido 
para el análisis con el marcador molecular fueron las 
hojas de palmas adultas. 

1.1.8.5 Análisis genéticos utilizando datos moleculares 

A partir de datos obtenidos con marcadores moleculares se pueden realizar, en general, 

dos tipos de análisis: la cuantificación de la diversidad genética y su distribución en las 

poblaciones estudiadas y el estudio de las relaciones genéticas entre ellas. La cantidad de 

diversidad es estimada a través del número de loci polimórficos y el número y porcentaje 

de individuos heterócigos en la población . Las relaciones genéticas, se pueden estudiar 

por medio del cálculo de la distancia genética entre las muestras. La distancia genética se 

describe como la proporción de elementos genéticos que no son compartidos por ambas ,. 
muestras (de Vicente y Fulton , 2003). Las relaciones se pueden representar por medio de 

técnicas de clasificación o agrupación de análisis fenético. Hay varios algoritmos de 

clasificación que determinan las reglas para ordenar los individuos en grupos específicos 

con base en las medidas de similaridad (Laurentin, 2009). Los métodos utilizados más 

frecuentemente son el UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic 

Averages) (Sneath y Sokal, 1973) y el Neighbour joining (Saitou y Nei, 1987). 
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1.1.9 Problemática a estudiar 

1.1.9.1 Problemática para la colecta de hoja 

Para los análisis con microsatélites se ha utilizado únicame¡;~ te el tejido de hoja como 

fuente de ADN; sin embargo, este presenta dificultades como: dificultad de acceder a la 

copa, riesgo de accidentes, dificultad de encontrar quien realice la colecta, es costoso y 

se invierte mucho tiempo. 

1.1.9.2 Alternativa al uso de hojas 

En el presente trabajo se propone evaluar la posibilidad de usar la base del tronco como 

fuente de tej ido para la obtención de ADN para estudios como el análisis con marcadores 

moleculares microsatelitales. Sabemos que de este tej ido se puede obtener ADN sin 

problemas, de manera más fácil y se ha visto que funciona bien (Oropeza et al., 2011 ). 

Las ventajas que presenta son : no hay que subir a la copa, sin riesgo de accidentes, la 

colecta es más fácil , es menos costoso y es rápido (figura 1. 7). 

·' 

Figura 1.7 Obtención de tej ido (tronco). A) Perforación de un orificio para la obtención de tejido de 

donde se extraerá ADN . B) Los tejidos son recibidos en una bolsa de polietileno evitando el 

contacto de estos con las manos. 
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1.1.9.3 Conservación y transporte de muestras cruzando fronteras 

Otro problema importante es el transporte de tejidos·de un país a otro, ya que cada vez es 

más difícil debido a: 

~ Los permisos fitosanitarios para introducir tejidos a nuestro país, a veces son 

difíciles de obtener y en muchas ocasiones una vez hecha la colecta las muestras 

han quedado retenidas en la aduana, y el trabajo se pierde. 

~ Certificados fitosanitarios y permisos para sacar tejidos del país de origen de las 

muestras, a veces son muy difíciles de obtener. 
,. 

En cuanto a conservación de las muestras, los viajes de colecta suelen ser largos y hacen 

difícil la conservación adecuada de las muestras. 

1.1.9.4 Alternativas para la conservación y el transporte de tejidos 

El transporte de tejidos presenta ciertas dificultades como se han mencionado 

anteriormente y más cuando se trata de regiones remotas donde no se cuentan con los 

equipos necesarios para mantener las muestras hasta su llegada al laboratorio y muchas 

veces dichas muestras se pierden al ser retenidas en las aduanas. Una alternativa para 

esta problemática podría ser el uso de tarjetas FTA (Fiinders Technology Associates) 

como un medio de transporte y conservación del ADN. 

Como antecedente al u~o de las tarjetas FTA, se reporta un estudio en el cual se 

recolectaron 3, 000 muestras de maíz, en un campo experimental localizado a 130 Km del 

laboratorio, la colecta del ADN de las hojas de maíz se realizó empleando las tarjetas 

FT A. En el estudio se observó que la calidad de los productos de PCR obtenidos es 

suficiente para un análisis confiable, distinguiendo individuos heterócigos de homócigos, 

usando el secuenciador ABI 3730. Estos resultados indicaron que el uso de tarjetas FTA 

es un método rápido, fácil y menos costoso (Mbogori et al. , 2006). 
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1.1.9.5 Tarjetas FTA® 

Las tarjetas FTA® (Fiinders Technology Associates) están diseñadas para la colección, 

almacenaje y posterior purificación del ADN. Dichas tarjetas están constituidas de un 

papel filtro impregnado con una fórmula química patentada por la casa fabricante (figura 

1.8A y B). La fórmula está diseñada para producir lisis de las membranas celulares y 

desnaturalización de las proteínas y de las enzimas con capaci{lad para desnaturalizar los 

ácidos nucleicos, los cuales quedan atrapados en una matriz tan pronto entran en 

contacto con el papel (figura 1.8C), con lo cual se reduce el riesgo de contaminación 

(Manual Whatman FTA® protocols, 2002). Los componentes restantes de la muestra son 

eliminados mediante el lavado con un reactivo , producido por la misma casa fabricante. 

Las principales ventajas del uso de estas tarjetas, frente a métodos convencionales de 

aislamiento de ADN son las siguientes: 

1. Facilidad para la colección y transporte de las muestras. 

2. Los ácidos nucleicos capturados están listos para posteriores aplicaciones en menos 

de 30 minutos. 

3. Almacenamiento de gran cantidad de muestras en un menor espacio. 

4. El ADN obtenido en las tarjetas FTA es estable durante años a temperatura ambiente. 

5. Alta sensibilidad en la detección de polimorfismos de ADN vía PCR, dado que el ADN 
·' 

que contiene la tarjeta está libre de compuestos como proteínas, DNAasas y sustancias 

tampón utilizadas en los procesos convencionales de extracción y que pueden afectar 

la calidad del ADN. 

6. Rápida purificación de la muestra. 

·' 
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A) 

Figura 1.8 A) Kit de FTA para plantas. B) Tarjeta FTA clásica. C) microfotografía electrónica que 

muestra el ADN atrapado en la matriz de FTA (ampliación x 10,000) (Manual Whatman. FTA® 

protocols , 2002). 

1.1.1 O Secuenciadores automáticos capilares 

Cabe mencionar que el método empleado para visualizar los mícrosatélítes es mediante 

geles de políacrílamída desnaturalízantes, este tipo de geles se utiliza para la separación 

de fragmentos de ADN de,·cadena sencilla o para asegurar la migración de fragmentos de 

bajo peso molecular que pudieran verse afectados durante el corrimiento por la formación 

de estructuras secundarías debido a la complementaríedad de bases. Los geles de 

políacrílamída utilizados con éxito, tienen un grosor de 0.2 a 0.4 mm y la concentración del 

gel varía desde 4 a 8% (Valadez y Kahl , 2000). Su principal inconveniente es que son 

tediosos (hay que preparar el gel, limpiar los cristales y cargar manualmente las 

muestras), lentos y entrañan un cierto riesgo (manipulación de acrílamída monoméríca, 

que es neurotóxíco y neurocarcínógeno). 

Por lo contrarío los secuenciadores automáticos capilares son equipos que funciona de 

forma completamente automática inyectando las muestras (que se preparan exactamente 

igual que durante la secuencíacíón en geles y se colocan en una placa), en un capilar 

previamente cargado con un cierto polímero que funciona como lo hace la matriz de 

acrílamída: bísacrílamída de los geles de secuencia, permitiendo resolver fragmentos de 

ADN de cadena sencilla que se diferencian en una única base. 
,. 
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Su ventaja principal de los secuenciadores es que el proceso ~e automatiza todavía más, 

siendo por ello muy cómodos. Basta colocar las reacciones de secuenciación en la placa 

y la máquina se encarga del resto. Además son mucho más rápidos y el operario no tiene 

que manipular directamente la acrilamida (no hay que preparar gel). Otras ventajas son: 

rapidez en el análisis de cada muestra, dado el pequeño diámetro de los capilares; el 

consumo de muestras y reactivos son menores; incorpora los principios de la 

automatización a través de un software altamente optimizado y se reduce el manejo de 

sustancias toxicas (www.iib.uam.es). 

De igual manera estos secuenciadores automáticos permiten el empleo de diferentes 

flourocromos para el marcaje de los iniciadores , lo que permite la detección por emisión 

de fluorescencia , al mismo tiempo, de varios productos de PCR, es decir de varios 

marcadores. Esto ha hecho que se generalicen las reacciones de amplificación múltiplex 

(Hayden et al., 2008) para lo cual se requiere la optimización de las condiciones de PCR, 

seleccionando iniciadores que no interaccionen entre sí, con similar temperatura de unión 
·' 

y con alelas en diferentes rangos de tamaño (Picó y Esteras, 2012). 

1.1.1 0.1 Sistema para análisis genético CEQ TM 8800. 

Para llevar a cabo los análisis se empleó primeramente el secuenciador ABI Prism 31 O, 

pero debido a que se presentaron problemas técnicos con dicho secuenciador se recurrió 

al secuenciador CEO ™ 8800 de Beckman Coulter ubicado en el laboratorio de 

Marcadores Moleculares y Genómica Funcional del CICY, lo cual implico: conseguir la 

disposición del material y equipo así como marcar los iniciadores con una química distinta. 

Este sistema de electroforesis capilar ofrece un nuevo nivel de capacidades en las tareas 

de análisis genético en comparación con otras técnicas de electroforesis capilar para 

ADN. El equipo integra un software robusto que proporciona las herramientas necesarias 

que garantizan un uso continuo, resultados confiables, que lo' enfocan más rápidamente 

en la línea de descubrimientos genéticos (www.accesolab-sii.com). El secuenciador 

CEQ™ 8800 (figura 1.9) es lo suficientemente flexible para adaptarse a una amplia gama 
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de aplicaciones: visualización y administración de datos, secuenciación de ADN "de 

novo", detección de heterq.cigotos, análisis de mutaciones, análisis de AFLP , búsqueda de 

SNP (Polimorfismo en un solo nucleótido) e identificación de alelos. Algunas de sus 

características sobresalientes son: 

1. La capacidad del secuenciador CEO™ 8800 es de dos placas de 96 pozos, lo que lo 

hace completamente automático en los procesos de análisis genético. El arreglo de 8 

capilares está diseñado especialmente para la placa de 96 pozos, reduciendo costos 

y complejidad comparados con arreglos de mayor tamaño. 

2. El gel de separación es cargado automáticamente al equipo, lo que asegura la 

inyección adecuada de la matriz de gel en cada ensayo. 

3. Un lector incorporado de código de barras le permite un registro preciso y 

seguimiento adecuado de sus muestras. 

4. La fluorescencia inducida directamente por el láser en la columna paralela a la 

alineación automática del capilar, asegura la mayor sensibilidad disponible y lectura 

confiable. 
,. 

Figura. 1.9 Secuenciador CEQ ™ 8800 de Beckman Coulter. 

,. 
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1.2 PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN 

¿Pueden los tejidos de tronco de palmas servir como fuente de ADN para la 

caracterización genética con microsatélites? 

¿Puede el ADN de tronco de palmas, al ser conservado y transportado en tarjetas FTA 

ser útil para estudios de marcadores moleculares? 
,. 

1.3 OBJETIVOS 

1.3.1 Objetivo general 

Desarrollar un protocolo para la colecta, extracción y conservación de muestras de ADN 

de cocotero (Cocos nucífera L.) para estudios genéticos de la especie, usando como 

fuente tejido de tronco. 

1.3.2 Objetivos específicos 

,. 
• Comparación de cantidad y calidad de ADN de las muestras de hoja y tronco para 

análisis con microsatélites. 

• Evaluación de la eficiencia de tarjetas FT A para la conservación de muestras de 

ADN. 
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1.4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia experimental implementada para llevar a cabo el siguiente estudio se 

resume en el siguiente esquema. 

Colecta de l material 
(Telchac Puerto y San 

Crisanto) 

Tejido de tronco 
(Telchac Puerto y 

San Crisanto) 

~ 
Hoja Tronco 

1 Aplicac ión de extractos 
a tarjetas FTA 

(Vv'hatman Plan! Kit) 

Métodos a probar: 
A}. Extracción con Sílica 
B).Extracción con CTAB 
C).Kit de Charge Switch 

L Aná isis cuantitatiVo de 
eal¡dad y cantidad de 

ADN (NanoDrop, Thermo 
Scientiflc) 

-crosatéltes: ~ 
A}. Am tcación por PCR 

(Termociclador BIC'rAAD iCycler) 
B).Eiectroforesis Capilar 

(Secuenciador CEQT\1 8800) 
C).AIIálisis de resultados 

(Software GeneMarkerN ) 

. 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
-'---¡ 

Métodos a pro~:l 
A}. Presionado en la tarjeta 
B).Extractoeon agua unrapura 
q.Extractocon CTAB 

·' 
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CAPÍTULO 11 

EVALUACIÓN COMPARATIVA DEL ANÁLISIS GENÉTICO CON 
MICROSATÉLITES A PARTIR DE ADN DE HOJA Y TRONCO 

2.1 INTRODUCCIÓN 

Brasil y México son los países que sobresalen en cuanto a volumen de producción en 

América, según FAO para el 201 O participaron con el 4.33% y 1.57% de la producción 

ubicándose como el cuarto y octavo productor a nivel mundial respectivamente ,. 
(CONACOCO, 2012). En México, el cocotero es uno de los cultivos de mayor importancia 

económica en el trópico, al cubrir una superficie cercana a 145, 456 has de las cuales 

dependen aproximadamente 35 mil familias que viven directamente del cultivo (SIAP, 

2011 ). 

Sin embargo, el cocotero en México presenta problemáticas las cuales se pude englobar 

en la baja productividad ·de las plantaciones ya existentes y en la disminución de la 

superficie del cultivo. Las principales causas de estos problemas son : escasas prácticas 

del cultivo, plantaciones viejas, enfermedades y plagas. Entre las enfermedades, la más 

destructiva es el amarillamiento letal (AL) causado por fitoplasmas (Harrison y Oropeza 

2008; Zizumbo et al. , 2008). 

Para enfrentar al problema del AL es indispensable renovar las plantaciones con 

variedades resistentes a esta enfermedad y altamente productivos. Para ello es 

imprescindible la búsqueda de germoplasma resistente que dispone el país como 

germoplasma suplementario localizado en otros países, para lo cual se han planteado a 

los estudios genéticos basados en marcadores moleculares como los más adecuados 

para realizar este tipo de estudios. En este trabajo se emplean los marcadores tipo 

microsatélites (SSR) los cuales han demostrado ser una herramienta útil en la realización 

de estudios genéticos, entre los que se encuentran el anál isis de la diversidad y de 

relaciones genéticas entre individuos y poblaciones (Lebrun et al. , 1998; Baudouin y 

Lebrun , 2002; Meerow et al. , 2003; Perera et al; 2000; 2001 ; 2003; Rajesh et al. , 2008). 
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También se han utilizado para realizar inferencias sobre la procedencia de las 

introducciones (Baudouin y Lebrun, 2009), para identificar poblaciones e individuos 

(Baudouin et al., 2004; Perera et al., 2008) y para la construcción de mapas de ligamiento 

(Lebrun et al. , 2001 ). 

Hasta el momento para Cocos nucifera se ha desarrollado una metodología de SSR que 
·' 

requiere el uso específico de muestras de tej ido de hoja (Baudouin y Lebrun, 2002). Sin 

embargo, el empleo de este tejido presenta dificultades como: dificultad de acceder a la 

copa, riesgo de accidentes, dificultad de encontrar quien realice la colecta, es costoso y 

se invierte mucho tiempo, por lo que dichos riesgos se reducirían al emplear el tronco 

para la obtención de ADN, ya que las ventajas que presenta son: no hay que subir a la 

copa, sin riesgo de accidentes, la colecta es más fácil , es menos costoso y es rápido. 

Por lo anterior, en este capítulo se evaluaron comparativamente tres protocolos para la 

obtención de ADN tanto de hoja como de tronco. Los protocolos que se probaron fueron: 

Sílica (Echeverría- Machado, lleana et al., 2005), CTAB (Doyle y Doyle, 1990) y el Kit de 

ChargeSwitch® (lnvitrogen). Se evaluó su eficiencia para elegir el protocolo más 

adecuado para la obtención de ADN y contestar si es conveniente el uso del tejido de 

tronco como fuente de tejido para la obtención de muestras para análisis genético con 

microsatélites. 

·' 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 Colecta del material 

Las muestras de hoja y tronco se colectaron en dos plantaciones en la costa norte de la 

península de Yucatán . Eh la plantación experimental de Mira Mar en Telchac Puerto, 

Yucatán , donde se muestrearon 5 palmas de la variedad Enano Malayo Amarillo (EMA) y 

en la plantación experimental de Caridad de Cobre en San Crisanto, Sinanché, Yucatán 

donde se muestrearon 5 'palmas de la variedad Alto Oeste Africano (WAr). Los tejidos 

vegetales colectados fueron de plantas adultas de hoja joven y tronco. En cada palma 

selecta se colectaron dos pinas (foliolos) de la hoja joven y aproximadamente un gramo 

de aserrín del tronco con la ayuda de un taladro, los tejidos fueron recibidos en una bolsa 

de polietileno evitando el contacto de estos con las manos. Posterior a la obtención de la 

muestra del tejido de tronco, la perforación fue subsanada colocando un taquete de 

madera y la herida se asperjó con fungicida timol para evitar el ataque de insectos u 

hongos. Por último se etiquetaron las muestras (hoja y tronco) y se mantuvieron en una 

nevera con hielo para evitar daños en el tejido. 

2.2.2 Extracción y purificación de ADN 

Primeramente se llevó a cabo la extracción y purificación de ADN de hoja y tronco de las 

muestras de Enano Malayo Amarrillo (EMA) y solamente esta variedad se empleo para 

realizar la comparación de los tres protocolos de extracción . En base a los resultados 

obtenidos que se muestran más adelante, se eligió el método propuesto por el Kit 

(invitrogen) como el más eficiente para la extracción de ADN de ambos tejidos (hoja y 

tronco) por lo que después se realizó la extracción de ADN de los tejidos de la variedad 

Alto Oeste Africano (WAT). El protocolo de este Kit se describe a continuación. 
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2.2.2.1 Protocolo del Kit ChargeSwitch® 

Para la extracción del ADN se siguió el protocolo del Kit de ChargeSwitch® (lnvitrogen). El 

método de extracción consistió en macerar 100 mg del tejido vegetal con nitrógeno líquido 

usando mortero y pistilo; el tejido pulverizado se colocó en un tubo de 2 mi el cual se 

congeló en nitrógeno para evitar que se fenolice la muestra. Posteriormente se añadió 1 

mi de buffer de lisis, 2 ¡.JI de RNAasa y 100 !JI de SOS al 10% y se mezcló suavemente por 

inversión (las muestras fueron incubadas a temperatura ·ámbiente por 5 minutos). 

Después se añadió 400 !JI de buffer de precipitación (se mezcló por inversión 10 

segundos) y se centrifugó a 14,000 rpm por 7 minutos a 20°C y se transfirió el 

sobrenadante aproximadamente 1.2 mi a un nuevo tubo y se le añadió 100 !JI de 

detergente (01) al 10% y 40 !JI de perlas magnéticas (figura 2.1 C). Se mezcló suavemente 

por pipeteo, 5 veces. Se incubó a temperatura ambiente por 1 minuto y se colocaron los 

tubos en el Magna Rack ™ (figura 2.1 A) hasta que las perlas formaron un conjunto 

comprimido y el sobrenadante quedó claro. Sin remover los tubos del magneto, 

cuidadosamente se aspiró y descartó el sobrenadante sin mover el conjunto de perlas 

(para evitar aspirar y descartar algunas de estas, se recomienda que la punta de la pipeta 

este al lado contrario del conjunto de perlas). Inmediatamente se procedió al lavado del 

ADN , se removieron los tubos del magneto, se añadió 1 mi de buffer de lavado y se 

mezcló suavemente por pipeteo, 5 veces. Se colocaron los tubos en el magneto hasta que 

las perlas formaron un conjunto comprimido y el sobrenadante quedó claro (figura 2.1 B). 

Sin remover los tubos del magneto, cuidadosamente se aspiró y descartó el 
·' 

sobrenadante. Se removieron los tubos del magneto y se repitió el lavado. Por último se 

procedió a eluir el ADN , añadiendo 25 ¡.JI de buffer de elución y se mezcló suavemente por 

pipeteo. Se colocaron los tubos en el magneto hasta que las perlas formaron un conjunto 

comprimido y el sobrenadante quedó claro, sin remover los tubos del magneto, 

cuidadosamente se transfirió el sobrenadante que contiene el ADN a nuevos tubos. Por 

último se repitió el paso de elución . 
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Figura 2.1 A) MagnaRack™. 8) Pastilla de perlas magnéticas que se forma a un lado de cada tubo 

y permite una fácil extracción del sobrenadante. C) Perlas magnéticas. 

2.2.3 Cuantificación de ADN 

El método que se empleo para la cuantificación de AON, fue por espectrofotometría con el 

equipo NANOOROP 1000 (Thermo Scientif ic). Se tomó 2 !JI de la muestra y se colocó en 

el equipo, con esta cantiqpd se asegura resultados correctos y reproducibles cuando se 

miden muestras de ácidos nucleicos. 

2.2.4 Amplificación por PCR 

Se realizaron diluciones (1 : 1 00) del stock de AON obtenido del tejido de hoja de las 

muestras de EMA y WAT, para las muestras de tejido de tronco no se realizaron 

diluciones. Para la reacción de PCR se utilizaron 8 pares de iniciadores microsatélites del 

"Kit para identificación de cultivares de cocotero" desarrollado por Baudouin y Lebrun 

(2002) (cuadro 2.1 ). Los iniciadores Forward (F) y Reverse (R) que se utilizaron para la 

PCR solamente los iniciadores F (forward) fueron marcados con dos fluoróforos 

(WeiiREO): 04 (azul) y 03 (verde). El volumen final de las amplificaciones fue de 25 ¡.JI. La 

mezcla de reacción consistió de: 5 1-.11 buffer (5X), 1 !JI de Cloruro de Magnesio (50 mM), 0.5 

!JI de la mezcla dNTP 's (10 mM), 0.3 !JI Taq polimerasa (5 U/mi), 1 !JI del iniciador Forward 

04 (2.5 IJM), 1 1-.11 del iniciádor Reverse (1 O pmol) , 1 !JI del iniciador Forward 03 (2.5 IJM), 

11-.11 del iniciador Reverse (1 O pmol), AON genómico (para las muestras del tej ido de hoja 
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se utilizó 1 1-11 de ADN y para las muestras del tejido tronco ·se usó 2 1-11 de ADN) y los 

microlitros necesarios de agua estéril para alcanzar el volumen finaL 

La PCR realizada fue tipo multiplex, por lo que en cada reacción se pusieron dos juegos 

de iniciadores. Se eligieron iniciadores que amplificaran productos de tamaño diferente 

para lograr una buena separación de los mismos al realizar la electroforesis capilar. Las 

condiciones de amplificación utilizadas fueron: 5 minutos de desnaturalización inicial a 

94 oc; 35 ciclos de: desnaturalización a 94 oc por 30 segundos, alineamiento a 51 oc por 1 

minuto y extensión a 72°C por 1 minuto, con una extensión final a 72 oc por 30 minutos. 

Cuadro 2.1 Secuencia de los iniciadores que serán empleados en la 

mezcla de reacción para PCR (Baudouin y Lebrun, 2002). 

A3R 
·' B12F GCTCTTCAGTCTTTCTCAA 

B12R 
C7F ATAGCATATGGTTTTCCT 
C7R 
H4F TTAGATCTCCTCCCAAAG 
H4R 
E12F TCACGCAAAAGATAAAACC 
E12R 
F2F GGTCTCCTCTCCCTCCTTATCTA 
F2R 
A9F AATGTTTGTGTCTTTGTGCGTGTGT 
A9R TCCTTATTTTTCTTCCCCTTCCTCA 
E10F TTGGGTTCCATTTCTTCTCTCATC 
E10R GCTCTTTAGGGTTCGCTTTCTTAG 

En el cuadro 2.2 se reportan el nombre y tamaño de alelas de 14 iniciadores desarrollados 

por Baudouin y Lebrun (2002) para cultivares de cocotero con dos muestras testigo: una 

de la variedad Alto Oeste Africano (WAT) y la otra de la variedad Enano Malayo Amarillo 

(EMA) denominadas T1 y T2 respectivamente, las cuales son éstándares para determinar 

el tamaño de los alelas. 
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Cuadro 2.2 Patrones micr~?atelitales . Nombre y tamaño de aleles de 14 iniciadores con dos 

muestras testigo: Alto Oeste Africano (T1) y Enano Malayo Amarillo (T2) son muestras estándares 

para determinar el tamaño del alelo . 

Nombre 

CnCir A3 
CnCir A9 
CnCir 86 
CnCir 812 
CnCir C3 
CnCir C7 
CnCir C12 
CnCir E2 
CnCir E10 
CnCir E12 
CnCir F2 
CnCir G11 
CnCir H4 
CnCir H7 

,. 

T1= Alto 
Tamaño de alelos 
reportados (pb) 

228-228 
097-097 
196-204 
163-163 
178-206 
165-167 
158-158 
163-163 
244-244 
174-174 
193-193 
184-188 
230-230 
133-133 

2.2.5 Electroforesis capilar 

T2= Enano 
Tamaño de alelos 
reportados (pb) 

240-240 
089-089 
202-202 
169-169 
176-176 
161-161 
174-174 
135-135 
238-238 
164-164 
205-205 
174-174 
230-230 
139-139 

Debido a inconvenientes técnicos que se presentaron con el secuenciador ABI 310 en el 

cual se realizarían los análisis microsatelitales, se tuvo la necesidad de ·utilizar el 

secuenciador CEO™ 8800 (Beckman). Previo a colocar las muestras en el secuenciador, 

se realizó una mezcla de reacción la cual contiene por muestra: 25 1-fl de SLS (Sample 

Loading Solution-formamida) y 0.25 1-11 de DNA Size Standard Kit-400 (ROX), este último 

es importante darle un vortex aproximadamente durante un minuto para asegurar su total 

homogenización. Teniendo la mezcla preparada, se dosifica en una placa de 96 pozos 

(25.25 1-fl en cada pozo) por último se adicionó 0.2 1-fl del producto de PCR de las 

muestras y finalmente se colocó la placa en el secuenciador. 

,. 
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2.2.6 Obtención de datos 
·' 

Una vez finalizada la corrida en el secuenciador, los datos crudos obtenidos como 

resultado de la detección de los fragmentos amplificados son importados al programa 

GeneMarker™ y se procedió a verificar visualmente los resultados arrojados en los 

electroferogramas, confirmando la presencia o ausencia de cada uno de los fragmentos 

en cada una de las muestras. 

2.2.7 Análisis genéticos utilizando datos moleculares 

2.2.7.1 Análisis de relaciones genéticas 

Los análisis de relaciones genéticas entre poblaciones se ·realizaron con ayuda del 

programa bioinformático POPGENE 32 v1 .32 (Y eh et al. , ·'1999), el cual genera un 

dendograma basado en las distancias genéticas de Nei (1978) con el método de 

agrupamiento UPGMA. Los dendogramas se realizaron a nivel de poblaciones (se 

emplearon 5 individuos por población) y las matrices de datos se procesaron en Excel 

2007. El despliegue gráfico de los dendogramas se obtuvo con el programa TreeView 

v1 .66 (Roderick, 2001 ). 

2.2.8 Pruebas preliminares con microsatélites empleando el Kit de 

ChargeSwitch. 

Para esta prueba se emplearon 5 muestras de hoja de la variedad Alto Oeste Africano 

(WAT), el ADN se obtuvo con el protocolo de Sílica. Se utilizó esta variedad como control 

debido a que ya está caracterizada y se conoce el tamaño de los fragmentos esperados, 

de igual manera permite saber si él protocolo que se está siguiendo es adecuado. 

También se emplearon cuatro muestras de tronco provenientes de San Crisanto, 

Sinanché, Yucatán con las siguientes claves: GA-13, G4-171 , G4-156 y G2-117 siendo 

éstas de la variedad Alto del Pacífico, de las cuales se extrajo ADN con el Kit de 
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ChargeSwitch y también se emplearon muestras extraídas con el protocolo de CT AB. 

Para esta prueba se utilizaron dos juegos de iniciadores A3 (FAM) y B 12 (NEO). 

Posteriormente los datos crudos obtenidos como resultado de la detección de los 

fragmentos amplificados en el secuenciador ABI 31 O fueron importados al programa 

GeneMarker™, para realizar la lectura de los electroferogramas y visualizar el tamaño de 

fragmentos obtenidos en cada una de las muestras. 

,. 
2.2.9 Estandarización de la electroforesis capilar con los iniciadores 

WeiiRED 

Debido a inconvenientes técnicos que se presentaron con el secuenciador AB 1 31 O en el 

cual se realizarían los análisis microsatelitales, se tuvo la necesidad de util izar el 

secuenciador CEQ™ 8800 (Beckman) cuyas características se describieron 

anteriormente. Este secuenciador emplea marcadores infrarrojos incorporados en las 

muestras, asegurando alta sensibilidad en las lecturas, por tal motivo se tuvieron que 

marcar 8 iniciadores (forward) para poder llevar a cabo los análisis en este secuenciador. 

Se realizó una primera corrida con los siguientes pares de iniciadores: A3 (azul), 812 

(verde) y C? (azul) , H4 (verde) empleando muestras de hoja y de tronco de la variedad 

Alto Oeste Africano (WAT) con fines comparativos. 

,. 
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2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Comparación de los tres protocolos para la obtención de ADN de hoja y 

tronco 

Se emplearon tres protocolos de forma comparativa para la obtención de ADN de hoja y 

tronco. Los protocolos que se probaron fueron: Sílica (Echeverria- Machado et al., 2005), 

CTAB (Doyle y Doyle, 1990) y el Kit de ChargeSwitch® (lnvritogen). Se empleó el ADN de 

la variedad Enano Malayo Amarillo (EMA) para las pruebas antes mencionadas. Los 

resultados obtenidos con los diferentes protocolos se ilustran a continuación. 

PROTOCOLOS (A) HOJA (B)TRON.CO 

M 2 3 5 M - . 
SILICA e; 

- -

M 1 2 3 '1 5 

CTAB 

KIT 

Figura 2.2 Geles de agarosa que muestran ADN extraído de hoja y tronco con tres diferentes 

protocolos . M: marcador molecular de 1 kb (invitrogen). Carriles del 1 al 5: ADN de 5 individuos de 

la variedad Enano Malayo Amarrillo. La flecha roja indica el ADN extraído. 
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En la figura 2.2 se pude observar que para el tejido de hoja se logró extraer ADN con los 

tres protocolos; por el contrario para el tejido de tronco se obtuvo ADN con los protocolos 

de CTAB y el Kit; con Sílica no se obtuvo ADN. En base a estos resultados, se pudo 

observar que con el Kit se obtuvo poco ADN en ambos tejidos, pero más limpio en 

comparación con el protocolo de CTAB y para poder tener caracterizado estos resultados 

se cuantificaron las muestras para saber la cantidad y calidad de ADN obtenido, los ,. 
resultados se presentan en el cuadro 2.3. 

Cuadro 2.3 Cuantificación de las muestras de ADN de hoja y tronco de cocotero de la variedad 

Enano Malayo Amarillo (EMA) extraídos con el Kit de ChargeSwitch. Cantidad de ADN (ng/!JI). 

Absorbancias a 260/230 nm y 260/280 nm indican la pureza de ADN . 

Absorbancia en hoja (nm) Absorbancia en tronco (nm) 
Individuos (EMA) 

ng/¡..¡1 260/230 260/280 ng/¡..¡1 260/230 260/280 
1 147.9 1.22 2.02 89.4 0.94 1.77 
2 364.8 1.03 1.78 36.1 0.57 1.76 
3 154.0 1.28 1.90 60.3 0.82 1.75 
4 266.5 1.26 1.87 28.8 0.39 1.64 
5 209.9 1.28 1.90 56.0 0.59 1.63 

Promedio 228.62 54.12 

,. 

La cantidad de ADN promedio que se obtuvo de hoja es aproximadamente cuatro veces 

mayor que la de tronco; en cuanto a la calidad y pureza de ADN el rango esperado es de 

1.8 a 2.0 a 260/280 nm (Sambrook et al., 1989) en el caso de hoja los cinco individuos 

están dentro del rango y en el caso de tronco los valores obtenidos no cayeron en el 

rango pero tienen valores cercanos. 
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2.3.2 Pruebas preliminares con microsatélites empleando el Kit de 

ChargeSwitch y el secuenciador ABI 31 O 

Para saber si el ADN extraído de tronco con el kit de ChargeSwitch es útil para realizar los 

estudios de microsatélites, se realizó una prueba preliminar. Esta prueba se realizó con 

dos juegos de iniciadores A3 (FAM) y B 12 (NEO) con los cuales se llevo a cabo PCR de 

punto final, posteriormente los productos fueron fraccionados en un gel de agarosa para 

asegurar que haya amplificación y del tamaño esperado, por último el producto de PCR 

fue analizado por electroforesis capilar. 

·' 

240 pb 

100 pb-+ 

Figura 2.3 Electroforesis en gel de agarosa al 3% del producto amplificado obtenido con el ADN 

extraído con el Kit de ChargeSwitch. M: marcador de 1 OOpb (invitrogen). Carriles de 1 a 4: producto 

de PCR con 1 ~1 de ADN. Carriles de 5 a 8: producto de PCR con 2¡.JI de ADN. 

Como se puede observar en la figura 2.3 se obtuvieron bandas del tamañ.o esperado y 
·' 

con buena intensidad. Las bandas observadas son de 240 pb tal y como se esperaba con 

el iniciador A3 de igual manera no se observó diferencias al emplear 1 ¡ .. JI ó 2 ¡JI de ADN 

para la amplificación por PCR, sin embargo se decidió utilizar 2 ¡JI para realizar los análisis 

con microsatélites y de esta manera asegurar una buena amplificación de las muestras. 

También se puede observar en el gel un bandeo inespecífico, sin embargo esto es 

característico al emplear los iniciadores microsatélites. Por ejemplo en los geles 

reportados en la base de datos CGRD, también se puede observar este bandeo. 
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Figura 2.4 Imagen del gel obtenido con electroforesis capilar. Se muestran los fragmentos 

amplificados con los iniciadores A3 y 812 con dos muestras: WAT 2 y G4-171 (muestra obtenida 

con el kit de ChargeSwitch). 

Los resultados obtenidos con la electroforesis capilar (figura 2.4) nos indican que el ADN 

extraído de tronco empleando el Kit de ChargeSwitch es útil para realizar estudios con 

microsatélites ya que se observaron fragmentos de tamaño esperado con los iniciadores 

probados y con una buena intensidad en los picos. Con el protocolo de CT AB no se 

obtuvieron fragmentos de tamaño esperado y en algunos casos no se observó el 

fragmento (datos no mostrados). En el cuadro 2.4 se puede observar los alelas obtenidos 

para cada una de las muestras empleadas en esta prueba. Es importante mencionar que 

con los controles (ADN de hoja), también se obtuvieron fragmentos de tamaño esperado y 

con una buena intensida~ en los picos, lo que indica que la técnica de electroforesis 

capilar está funcionando con las condiciones probadas. 
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Cuadro 2.4 Muestras y alelas obtenidos con los iniciadores A3 y B 12 

A3 812 

MUESTRAS (228- 240) 
. 

·' (135-189)* 

WAT1 228-228 161-161 

WAT2 228-228 161-161 

CONTROLES WAT3 228-228 161-161 

WAT4 228-228 161-161 

WAT5 228-228 161-161 

G4~13 234-234 157-157 

KIT G4-171 234-234 156-156 

CHARGESWITCH G4-156 234-240 171-171 

G2-117 240-240 157-157 

* Rango de tamaño del fragmento con los iniciadores A3 y 812. 

2.3.3 Estandarización de la electroforesis capilar con los iniciadores 

WeiiRED 

La estandarización de la electroforesis capilar con los iniciadores WeiiRED se llevo a cabo 

para determinar las condiciones de corrida en el secuenciador, para esto se observó la 

intensidad del producto amplificado, la intensidad de los fluoruros empleados y de esta 

manera saber si la cantidad de ADN para la PCR fue la correcta o si era necesario realizar 

una dilución del producto de PCR antes de correr las muestras en el secuenciador para 

obtener una buena intensidad de los picos y poder realizar una lectura correcta de los 

mismos. Los resultados se interpretaron observando la intensidad de los picos en los 

electroferogramas y los alelas fueron analizados individualmente basados en la 

comparación con el marcador molecular y también con las muestras control reportadas en 

la literatura . Al analizar los resultados de la electroforesis capilar (imagen del gel y 

electroferogramas) con los siguientes iniciadores: A3 (azul) , 812 (verde) y C7 (azul) , H4 

(verde); se pudo observar en el gel una buena separación de los productos amplificados, 

en cuanto a los electroferogramas obtenidos se observó el mismo alelo tanto para hoja 

como para tronco, estos resultados indican que la técnica de electroforesis capilar está 

funcionando con las condiciones probadas y que el tejido de tronco es útil para realizar 
·' estudios de microsatélites. 
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Figura 2.5 Imagen del gel obtenido con electroforesis capilar con el software GeneMarker. La 

corrida se realizó con los inicJadores A3 y C7 (bandas azules), 812 y H4 (bandas verdes). 

A) Electroferogramas con las muestras de ADN de hoja y tronco con el 

iniciador A3. 

IHIX 

Figura 2.6 Electroferogramas en el que se compara el resultado que se obtiene con el iniciador A3 , 

con un alelo de 230 pb para ambos tejidos. La presentación homocigota de los alelos se muestra 

respectivamente. 
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B) Electroferogramas con las muestras de ADN de hoja y tronco con el 

iniciador 812 

·' 

Figura 2.7 Electroferogramas en el que se compara el resultado que se obtiene con el iniciador 

812, con un alelo de 160 pb para ambos tejidos. La presentación homocigota de los alelas se 

muestra respectivamente. 

C) Electroferogramas con las muestras de ADN de hoja y tronco con el 

iniciador C7 

·' 

Figura 2.8 Electroferogramas en el que se compara el resultado que se obtiene con el iniciador 

C7, con dos alelas uno de 167 pb y otro de 169 pb para ambos tejidos. La presentación 

heterocigota de los alelas se muestra respectivamente. 
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D) Electroferogramas con las muestras de ADN de hoja y tronco con el 

iniciador H4 

230 

/ 

230TRONCO 

/ 
Ull 

Figura 2.9 Electroferogramas en el que se compara el resultado que se obtiene con el iniciador H4, 

con un alelo de 230 pb para ambos tejidos. La presentación homocigota de los alelos se muestra 

respectivamente. 

2.3.4 Análisis genético utilizando datos moleculares obtenidos de muestras 

de hoja y tronco con fines comparativos 

,. 

Una vez estandarizada la técnica de electroforesis capilar con los iniciadores WeiiRED, se 

procedió a realizar el estudio con SSR empleando tejido de hoja y tronco de 5 muestras 

de la variedad Alto Oeste Africano (WAT) y 5 muestras de la variedad Enano Malayo 

Amarillo (EMA). Posteriormente se llevaron a cabo los análisis genéticos con la ayuda del 

programa POPGENE 32 v1.32 para generar los dendogramas y poder visualizar el 

agrupamiento de las muestras. Con ello esperamos patrones de agrupamiento similares 

utilizando ADN de tronco y de hoja. 

En el cuadro 2.5 se observan los alelas obtenidos con 8 iniciadores para las muestras 

empeladas en este estudio, posteriormente se realizó un dendograma (figura 2.1 O) en el 

que se puede apreciar la formación de dos grupos principales, uno conformado por la 

variedad WAT con los tejidos de hoja y tronco; y el segundo grupo conformado por la 

variedad EMA tanto con los tejidos de hoja como de tronco. 

,. 
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Cuadro 2.5 Individuos y tamaño de alelos obtenidos con 8 iniciadores en dos poblaciones de 

cocotero (WAT yEMA) para ambas variedades se emplearon los tejidos de hoja y tronco . 

Individuos A3 B12 C7 H4 E12 F2 A9 E10 

(228-248) (135-189) (157-181) (218-236) (162-174) (191-215) (89-105) (226-246) 

HOJA 

WAT1 230-230 160-160 167-169 230-230 174-174 195-195 97-97 244-244 

WAT2 230-236 151-160 161-169 218-230 162-174 195-203 95-97 226-244 

WAT3 230-236 149-160 161-169 218-230 162-174 195-207 95-97 226-244 

WAT4 230-230 160-160 167-169 230-230 174-174 195-195 95-95 244-244 

WAT5 230-230 160-160 167-169 230-230 174-174 195-195 95-97 244-244 

EMA 1 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA2 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA3 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA4 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA5 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 201~207 89-89 238-238 

TRONCO 

WAT 1 230-230 160-160 167-169 230-230 174-174 195-195 97-97 244-244 

WAT2 230-230 151-160 161-169 218-230 162-174 195-203 95-97 226-244 

WAT3 230-236 149-160 161-169 218-230 162-174 195-207 95-97 226-244 

WAT4 230-230 160-160 165-169 230-230 174-174 195-195 95-95 244-244 

WAT5 230-230 160-160 165-169 230-230 174-174 195-195 95-97 244-244 

EMA1 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA2 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA3 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA4 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207"207 89-89 238-238 

EMA5 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

·' 
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Figura 2.1 O Dendograma de análisis de poblaciones basado en las distancias genéticas de Nei et 

al. , (1978) y el método de agrupamiento UPGMA en dos poblaciones de cocotero (WAT yEMA): se 

emplearon cinco muestras de la variedad Alto Oeste Africano (WAT) y cinco muestras de la 

variedad Enano Malayo Am.arillo (EMA) para ambas variedades se usaron los tejidos de hoja y 

tronco extraídos con el Kit de ChargeSwitch con fines comparativos . 

De igual manera para comprobar la agrupación de las variedades altas y enanas del 

presente estudio con otras poblaciones ya reportadas por GIRAD, se realizaron dos 

dendogramas incluyendo las variedades WAT y EMA empleadas en el presente estudio, 

la población EMA reportada por GIRAD y las variedades MXPTC (Alto Pacífico de 

Colima), MXPTG (Alto Pacífico de Guerrero), MXPTM (Alto Pacífico de Michoacán) y 

MXAT (Alto del Atlántico) también reportadas por GIRAD. En el cuadro 2.6 se observan 

los alelos reportados para las poblaciones de GIRAD y los alelos obtenidos para WAT y 

EMA con los 8 iniciadores utilizados para este estudio. En el dendograma en la figura 2.11 

utilizando tejido de hoja, se puede apreciar que las poblaciones de cocotero se agrupan 

de acuerdo al tipo de costa al que pertenecen, lo que da como resultado dos grupos 

principales, uno conformado por las poblaciones pertenecientes a la costa del Pacífico: 

MXPTC, MXPTG, MXPTM y las dos poblaciones enanas (EMA y EMA GIRAD). El 

segundo grupo conformado por las poblaciones pertenecientes a la costa del Atlántico: 

MXAT (Alto Atlántico) y WAT (Alto Oeste Africano). 
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Cuadro 2.6 Código, individuos y tamaños de alelos reportados., con 8 iniciadores para las 

poblaciones de CIRAD y alelos obtenidos con las muestras WAT yEMA empleando tejido de hoja. 

Código Individuos A3 812 C7 H4 E12 F2 A9 E10 

ALTOS 

CIRAD-1009 MXPT_C1 

CIRAD-1010 MXPT_C1 

CIRAD-1011 MXPT_C1 

CIRAD-367 MXPT_C1 

CIRAD-368 MXPT_C1 

CIRAD-1036 MXPT_G1 

CIRAD-1037 MXPT_G1 

CIRAD-1039 MXPT_G1 

CIRAD-997 MXPT_G1 

CIRAD-998 MXPT_G1 

CIRAD-362 MXPT_M1 

CIRAD-363 MXPT_M1 

CIRAD-364 MXPT_M1 

CIRAD-365 MXPT_M1 

CIRAD-366 MXPT_M1 

CIRAD-1003 MXAT 

CIRAD-1005 MXAT 

CIRAD-1006 MXAT 

CIRAD-1007 MXAT 

CIRAD-372 MXAT 

CIRAD-41 

CIRAD-91 

WAT1 

WAT2 

WAT3 

WAT4 

WAT5 

ENANOS 

MYD 

MYD02 

EMA 1 

EMA2 

EMA3 

EMA4 

EMA5 

(228-248) (135-189) (157-181) (218-236) (162-174) .(191-215) (89-105) (226-246) 

230-240 

240-240 

234-240 

234-240 

240-240 

234-240 

234-240 

234-234 

234-240 

234-240 

232-240 

234-234 

234-234 

234-240 

234-234 

228-228 

228-228 

228-228 

228-228 

228-228 

230-230 

135-173 

159-177 

159-177 

159-159 

135-177 

173-181 

173-173 

135-181 

159-173 

173-181 

135-135 

135-135 

135-135 

179-179 

135-173 

163-163 

163-163 

159-159 

159-163 

159-163 

160-160 

163-181 

157-181 

157-181 

157-165 

163-165 

157-163 

157-157 

161-163 

157-157 

157-163 

157-157 

161-163 

157-157 

157-157 

157-163 

159-161 

165-167 

161-167 

167-167 

159-167 

167-169 

226-230 

226-230 

226-230 

230-230 

218-230 

218-226 

218-218 

226-230 

218-226 

218-226 

230-230 

230-230 

230-230 

226-226 

218-230 

230-230 

230-230 

230-230 

230-230 

230-230 

230-230 

164-174 

164-164 

164-164 

164-164 

164-166 

195-205 

201-205 

201-205 

203-203 

203-203 

164-166 205-205 

164-166 199-199 

164-166 203-203 

166-166 

164-166 

166-166 

164-166 

164-164. 

203-203 

205-205 

195-195 

205-205 

195-203 

166-166' 203-205 

166-166 195-205 

174-174 

174-174 

174-174 

174-174 

174-174. 

174-174 

193-193 

193-193 

193-203 

193-193 

193-193 

195-195 

1 03-1 03 238-238 

103-103 238-238 

103-103 238-238 

89-103 

89-103 

89-103 

89-103 

238-238 

238-238 

238-238 

238-238 

103-103 238-244 

97-97 

89-103 

93-103 

89-103 

93-97 

93-103 

89-89 

97-103 

97-99 

89-89 

89-103 

89-103 

97-97 

240-240 

238-238 

244-244 

238-244 

238-244 

232-238 

232-238 

232-244 

232-244 

238-238 

244-244 

232-238 

244-244 

230-236 151-160 161-169 218-230 162-174 195-203 95-97 226-244 

230-236 149-160 161-169 218-230 162-17 4 195-207 95-97 226-244 

230-230 160-160 167-169 230-230 17 4-17 4 195-195 95-95 244-244 

230-230 160-160 167-169 230-230 17 4-17 4 195-195 95-97 244-244 

240-240 169-169 161 -161 230-230 164-164 205-205 

240-240 169-169 161 -161 230-230 164-164 205-205 

243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 

89-89 

89-89 

89-89 

238-238 

238-238 

238-238 

243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

243-243 164-164 163-163 230-230 162-162' 207-207 89-89 238-238 

243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 
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Figura 2.11 Dendograma de análisis de poblaciones basado en las distancias genéticas de Nei et 

al. , (1978) y el método de agrupamiento UPGMA en siete poblaciones de cocotero: Alto Oeste 

Africano (WAT), Enano Malayo Amarillo (EMA) y cinco variedades de México: MXPTC, MXPTG, 

MXPTM, MXAT yEMA (pertenecientes a la base de datos CIRAD). 

En el dendograma en la figura 2.12 utilizando tejido de tronco para las muestras WAT y 

EMA comparadas con cinco poblaciones de GIRAD, se puede apreciar el mismo patrón 
,. 

de agrupamiento que al utilizar el ADN de hoja. Es importante señalar que tanto los EMA 

de estudio como los de CIRAD son monomórficos, pero se encontraron valores diferentes 

en los iniciadores A3, 812, C7, E12, F2, reportados por CIRAD (cuadro 2.6). Las 

diferencias van de 2 a 5 pares de bases, posiblemente debido a diferente método de 

lectura. 
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Figura 2.12 Dendograma de análisis de poblaciones basado en las distancias genéticas de Nei et 

al., (1978) y el método de agrupamiento UPGMA en siete poblaciones de cocotero: Alto Oeste 

Africano (WAT) y Enano Malayo Amarillo (EMA) utilizando tejido de tronco, comparadas con cinco 

variedades de México: MXPTC, MXPTG, MXPTM, MXAT y EMA (pertenecientes a la base de 

datos CIRAD. 
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2.4 DISCUSIÓN 

Los marcadores del polimorfismos de ADN son herramientas valiosas para los estudios 

genéticos en plantas y en algunos casos ya están siendo empleados exitosamente en la 

selección de progenitores (Coto y Cornide, 2002). Estos marcadores se han considerado 

como las herramientas más aceptables para el estudio de la diversidad genética en coco 

(Lebrun et al. , 1995). De IJ.lanera similar los marcadores SSR están siendo utilizados para 

la identificación, caracterización y evaluación de la diversidad genética en este cultivo 

(Baudouin y Lebrun , 2002). 

Para Cocos nucifera se ha desarrollado una metodología de microsatélites o SSR que 

requiere el uso específico de muestras de tejido de hoja (Baudouin y Lebrun , 2002). Sin 

embargo, el empleo de este tejido presenta dificultades como: el acceso a la copa, riesgo 

de accidentes, dificultad de encontrar una persona que realice la colecta, es costoso y se 

invierte mucho tiempo, por lo que dichos riesgos se reducirían al emplear el tejido de 

tronco para la obtención de ADN, por lo tanto en este capítulo se llevo a cabo la 

evaluación comparativa de tres protocolos los cuales fueron: Sílica, CTAB y el Kit de 

ChargeSwitch empleados para la extracción de ADN de hoja y tronco, con la finalidad de 

poder elegir el protocolo adecuado y eficiente para ambos tejidos de cocotero pero 

específicamente de tronco, el cual es de interés para este trabajo y para su uso posterior 

para análisis con microsatélites. 
;' 

Los resultados obtenidos al visualizar los geles (figura 2.2) se observó bandas definidas 

de ADN con los extractos de hoja con Sílica (figura 2.2A), al contrario con los extractos de 

tronco en donde los resultados fueron negativos (figura 2.28) se han realizado varias 

pruebas en laboratorio y los resultados que se obtienen son los mismos (resultados no 

mostrados). Con el protocolo de CTAB se visualizaron bandas de ADN para los extractos 

de tronco pero más tenues en comparación con hoja donde las bandas son más intensas. 

Sin embargo, al realizar una prueba preliminar con microsatélites con los extractos 

obtenidos de tronco se observó que no hay una buena intensidad de los picos al analizar 

los electroferogramas (resultados no mostrados), por lo que se decidió probar el Kit de 

ChargeSwitch® para conocer su eficiencia en ambos tej idos de cocotero; los resultados 
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obtenidos demostraron que si es posible obtener ADN con este Kit, una ventaja que nos 

ofrece este método con respecto a los otros dos protocolos empleados, es que permite 

extraer de forma rápida ADN más limpio y con menos cantidad de tejido (0.1 gr) (Manual 

de invitrogen, 2006). 

Una vez seleccionado el protocolo adecuado para la extracción de tej ido de tronco, el 

siguiente paso fue realizar la cuantificación de ADN (cuadro 2.3). Los resultados indicaron 

que el ADN es adecuado para realizar PCR. Sin embargo, es importante mencionar que 

las ventajas que ofrecen los microsatélites se deben, en parte, al empleo de amplificación 

por PCR con cebadores largos, específicos de cada locus, ya.rque el tejido que se utiliza 

no necesita ser de mucha calidad , e incluso ADN en estado avanzado de degradación es 

suficiente para ser analizado (Picó et al., 2012). Por lo tanto los datos obtenidos en la 

cuantificación son importantes para conocer la concentración de ADN obtenido y poder 

adecuarla para los análisis con microsatélites. 

En base a los resultados anteriores se realizó una prueba preliminar con microsatélites 

empleando muestras de hoja de la variedad Alto Oeste Africano (WAT por sus siglas en 

inglés) como control y cuatro muestras de tronco de la variedad Alto del Pacífico. En la 

prueba se observó una buena amplificación de las muestras con los iniciadores A3 y B12, 

por lo que se realizó la electroforesis capilar y posteriormente se analizaron los resultados 

con el programa GeneMarker (figura 2.4 ). Como resultado de esta prueba preliminar se 

logró observar en los electroferogramas fragmentos esperados para las cinco muestras de 

la variedad WAT (tejido de hoja) y para las muestras de tronco extraído con el Kit también 

se observaron fragmentos dentro del rango esperado en ambos iniciadores, a pesar de no 

conocer los tamaños de fragmentos esperados ya que fuer6n muestras desconocidas. 

Esta primera prueba demostró que el método de extracción es adecuado para el tejido de 

tronco y que podría ser útil para la caracterización genética con microsatélites. 

Es por ello que se llevo a cabo los análisis con microsatélites con las muestras empleadas 

en este estudio WAT y EMA; es importante mencionar que estas variedades ya están 

caracterizadas y se emplean comúnmente como muestras estándares para determinar el 

tamaño del alelo, debido a que son las poblaciones más contrastantes morfológica y 

genéticamente (Baudouin y Lebrun 2002; Lebrun et al., 2005). Para estos estudios se 
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emplearon muestras de hoja y tronco de ambas variedades, la hoja sirvió como control ya 

que en los estudios hasta 'ahora realizados emplean este tej ido y en el presente trabajo se 

evalúa la posibilidad de emplear el tejido de tronco como fuente de ADN para llevar a 

cabo los análisis microsatelitales por lo que se esperaría el mismo resultado al emplear 

ambos tejidos. En los electroferogramas analizados (figura 2.6 a la 2.9) se observó que 

los mismos alelas se obtuvieron con el tejido de hoja y con el tejido de tronco. Ello indica 

que el tejido de tronco es útil para la caracterización genética con microsatélites. Estos 

resultados se confirmaron cuando se construyeron los dendogramas con los datos 

obtenidos de las muestras empleadas en este estudio y en ellos se pudo observar el 

agrupamiento de las mismas. Los resultados observados en la figura 2.1 O muestran que 

al emplear tanto el tej ido de hoja como de tronco de la variedad WAT formaron un mismo 

grupo sin diferir del tejido, de igual manera ocurrió con la variedad EMA tanto al emplear 

tejido de hoja como de tronco estos formaron un solo grupo, por lo cual no se observó 

diferencias en las muestras al emplear tejido de hoja y tronco. Estos resultados indican la 

posibilidad del uso del tejido de tronco de cocotero para la obtención de muestras de ADN 

para análisis con marcadores tipo microsatélites, esto ayudaría en la realización de la ,. 
colecta de tejidos ya que actualmente para Cocos nucífera se cuenta con una 

metodología que emplea el uso de hoja (Baudouin y Lebrun , 2002) y como se ha 

mencionado anteriormente la colecta de hoja presenta ciertas desventajas. Por lo 

contrario el empleo del tejido de tronco presenta ventajas como: no hay que subir a la 

copa, sin riesgo de accidentes, la colecta es más fácil , es menos costoso y es rápido. 

En el dendograma de la figura 2.11 se observó que las muestras se agruparon de acuerdo 

al tipo de costa al que pertenecen, Pacífico y Atlántico. En los individuos EMA de estudio 

como los de GIRAD son monomórficos e idénticos genéticamente. Sin embargo se 

encontraron alelas diferentes entre los dos grupos de EMA con los in iciadores A3, 812, 

C7, E12, F2, reportados por GIRAD (cuadro 2.6). Las diferencias van de 2 a 5 pares de 

bases. Estos resultados posiblemente se deban a los diferentes métodos de lectura que 

se emplearon , cabe mencionar que los datos obtenidos de GIRAD son realizados 

mediante geles de poliacri lamida y analizados visualmente, por el contario la técnica de 

electroforesis capilar empleada en este estudio es más sensible y precisa en los valores 

dados, por lo que aporta resultados más confiables, que la enfocan más rápidamente en 

la línea de descubrimientos genéticos. El análisis genético comparando las variedades 
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WAT y EMA (tejido de tronco) con las cinco variedades de México mencionadas 
·' 

anteriormente, el dendograma que se obtuvo fue similar al realizado con tejido de hoja 

(figura 2.12). 

De igual manera se realizó un análisis de costos (Anexos 1) en el que se muestra los 

métodos de extracción empleados en este estudio para la obtención de ADN de hoja y 

tronco; los cuales fueron: Sílica, CTAB y el Kit de ChargeSwitch, también se observa un 

cuarto método para la extracción de tronco usando solamente agua y el empleo de las 

tarjetas FTA como un método adicional para la colecta, conservación y extracción de 

ADN. En el análisis podemos observar el costo de extracción de ADN por una muestra 

empleando los diferentes protocolos. Con el kit y con las tarjetas se obtuvo buenos 

resultados para la extracción de ADN de tronco el cual es de interés para este trabajo, 

aunque el kit es relativamente más costoso en comparación con Sílica y CTAB, es 

importante mencionar que estos dos últimos no dieron buenos resultados en la extracción 

de ADN de tronco para análisis con microsatélites. Con respecto al agua, es el protocolo 

más económico y que además se puede conseguir en cualquier lugar del mundo, pero por 

si sola el agua no puede extraer el ADN solo sirve como medio para aplicar el tejido de 

tronco a la tarjeta FT A. 

·' 
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2.5 CONCLUSIONES 

1. Con los tres métodos de extracción/purificación de ADN se obtuvieron buenos 

resultados para hoja, sin embargo el mejor método fue el kit de ChargeSwitch. 

2. El Kit de ChargeSwitch fue el mejor de los métodos probados para la extracción de 

ADN de tronco para los ensayos con microsatélites. 

3. Se logró estandarizar las condiciones de electroforesis capilar para realizar los 

estudios microsatelitales en cocotero. 

4. Con los (nuevos) iniciadores WeiiRED (A3 y 812; C? y H4) para análisis con 

microsatélites, se obtuvieron los mismos patrones de fragmentos para las muestras 

de hoja y tronco de individuos de la variedad WAT. 

5. Se observó que al emplear el tejido de tronco como fuente de ADN para análisis con 

microsatélites se obtuyo el mismo resultado que al emplear tejido de hoja. 

6. Al realizar un estudio comparativo de las variedades WAT y EMA con variedades 

reportadas (GIRAD) se pudo observar que ya sea usando tejido de hoja como tejido 

de tronco se obtienen las mismas relaciones genéticas. 

7. Estos resultados muestran que el tejido de tronco es prometedor como fuente de 

ADN en lugar de hoja para análisis con microsatélites. 

,. 
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CAPÍTULO 111 

EVALUACIÓN DEL USO DE TARJETAS FTA PARA LA CONSERVACIÓN DE 
MUESTRAS DE ADN DE TRONCO 

3.1 INTRODUCCIÓN 

El cocotero es un cultivo representativo de las zonas costeras tropicales (Harries, 1978; 

2000). Los estudios realizados sugieren que es probable que la distribución original del 

cocotero abarcara la costa e islas del antiguo mar de Tethys, las islas Seychelles al oeste, 

las islas Línea (Palmira y Christmas) hacia el este, las islas de indonesia en el sur y las 

islas Filipinas en el norte,·(Harries, 1978; 1990). Posiblemente la región biogeografía de 

Malesia (un área que incluye la Península Malaya, Indonesia, Filipinas y Nueva Guinea) 

fue donde los humanos comenzaron a seleccionar frutos para la obtención de agua, 

iniciando el proceso de domesticación (Harries, 1990). 

Cuando se trata de regiones remotas como las que se mencionaron anteriormente y las 

cuales se encuentran en otros países y se requiere realizar una colecta de tejido o cuando 

la región para colectar se encuentra a algunos kilómetros de distancia del laboratorio se 

pueden presentar serias dificultades: no se cuenta con los equipos necesarios para 

mantener las muestras hasta su llegada al laboratorio y el transporte de tejidos de un país 

a otro implica aplicar medidas cuarentenarias y muchas veces dichas muestras se pierden 

al ser retenidas en las aduanas o en la cuarentena. También es importante mencionar que 

para la colecta de muestras de ADN de plantas, el aislamiento, purificación y 

almacenamiento son prerrequisitos para posteriores aplicaciones moleculares. 

Actualmente, la mayoría de los métodos convencionales para obtener ADN de planta 

requieren de nitrógeno líquido para la colecta de tejido fresco, trituración del material 

fresco y la liofilización del tejido. El transporte de las muestras de tejido fresco al 

laboratorio requiere de temperaturas frías para impedir la degradación del ADN. El 

aislamiento y purificación de ADN se realiza mediante diversos métodos, incluyendo kits 

comerciales de extracción de ADN, CTAB (Saghai-Marrof et al., 1984), fenal/cloroformo, 

SOS (Dodecil sulfato de sodio) entre otros. Tras la extracción y purificación del ADN se 
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necesita almacenar en refrigeradores o congeladores de 4 oc a -20°C. Además los 

equipos especializados, tales como centrifugas, liofilizadores, campana extractora de 

humos y de productos q'uímicos peligrosos son obligatorios. Todos estos requisitos 

contribuyen en gran medida al gasto global que puede ser bastante limitante para llevar a 

cabo la extracción de una muestra en laboratorios en p'aíses en desarrollo. Mas 

importante aún, estos métodos se han convertido en un gran desafío al manejar un gran 

número de muestras, las cuales han de ser obtenidas en campo, que comúnmente se 

encuentra en una zona remota del laboratorio (Mbogori et al., 2006). 

Una alternativa para estos problemas podría ser el uso de tarjetas FTA® (Fiinders 

Technology Associates) como un medio de colecta, transporte y conservación del ADN. 

Las tarjetas están diseñadas para la colección, almacenaje y posterior purificación del 

ADN de una manera fácil y rápida ya que los ácidos nucleicos capturados están listos 

para posteriores aplicaciones en menos de 30 minutos (Manual Whatman FTA® 

protocols, 2002). 

En este capítulo se utilizaron las tarjetas FTA para el almacenamiento y extracción de 

ADN de tronco de cocotero para posteriores análisis con SSR, para esto fue importante 

llevar a cabo un protocolo bien establecido para un eficiente uso de las tarjetas. Hasta 
.1 

ahora en las pruebas realizadas se ha empleado la elución; pero cabe mencionar que el 

fabricante propone la utilización directa (sin eluir) de las tarjetas, sin embargo en el 

laboratorio de cocotero se ha utilizado la elución y los resultados han sido buenos (datos 

no publicados). Por lo que en este capítulo se evaluaron diferentes formas de aplicar el 

ADN de tronco en las tarjetas y se probaron diferentes tratamientos de elución, esto con la 

finalidad de obtener el mejor método para la conservación y extracción de ADN de tronco 

aplicado en tarjetas FT A. 
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 Colecta del material 

Las muestras a analizar de tejido de tronco se colectaron en plantaciones experimentales 

en Telchac Puerto y San Crisanto, Sinanché Yucatán, México. En la plantación Mira Mar 

en Telchac se muestrearon 5 palmas de la variedad Enano Malayo Amarillo (EMA) así 

como también en la plantación de Caridad de Cobre en San Crisanto se muestrearon 5 

palmas de la variedad Alto Oeste Africano (WAT). En cada palma selecta se colectó ,. 
aproximadamente un gramo de aserrín del tronco con la ayuda de un taladro, los tejidos 

son recibidos en una bolsa de polietileno evitando el contacto de estos con las manos. Por 

último se marcaron todas las muestras y se mantuvieron a baja temperatura en una 

nevera para evitar daños en el tejido. 

3.2.2 Aplicación de ADN a tarjetas FTA 

Se evaluaron tres diferentes métodos de aplicar el ADN de tronco en la tarjeta: (a) tejido 

presionado, (b) extracto en CTAB y (e) extracto en agua ultrapura. Para llevar a cabo 

estas pruebas se pesó 0.3 gr de tejido por triplicado para cada una de las pruebas. 

(a) Tejido presionado, una vez pesado el tejido se aplicó en tres cuadrantes de la tarjeta 

(0.3 gr en cada cuadrante) y se presionó para extraer la savia, luego se esperó a que 

seque la tarjeta y se prosiguió con el protocolo de extracción. 

(b) Extracto con CTAB, el tejido se puso en tubos de 2 mi con 900 !JI de buffer CTAB. 

(e) Extracto con agua ultrapura, similar al método anterior; el tejido se colocó en tubos de 

2 mi con 900 !JI de agua ultrapura. 
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Para los incisos b y e los tubos se dejaron reposar una hora y a intervalos de tiempo se 

agitaron , después de este tiempo los extractos se aplicaron en una tarjeta; de cada tubo 

se tomaron primeramente 50 ¡JI y se aplicaron en la tarjeta de forma delicada para que la 

tarjeta lo absorba mejor y evitar que se disemine en otros cuadrantes de la misma y de 

esta manera poder aplicar más extracto, después se esperó a que seque bien y de nuevo 

se aplicó otro volumen de 50 !JI , se repitió la operación hasta obtener un volumen total de 

150 ¡JI. Una vez aplicados los extractos y con las tarjetas ya secas, se tomaron dos discos 

de cada área de las diferentes pruebas y se prosiguió a realizar el protocolo de las tarjetas 

FT A. Posteriormente para saber si se obtuvo ADN se realizó PCR tiempo real de la 

elución obtenida de las tarjetas empleado la sonda 18s. 

3.2.2.1 Protocolo de tarjetas FT A 

Para la extracción de ADN se empleo el kit Whatman FTA ® Plant Kit pk/ 1. Se prepararon 

tubos de PCR o de 500 ¡JI , claramente rotulados. Se colocó por debajo de las tarjetas la 

alfombrilla protectora (asegura cortes de muestra limpios y prolonga la vida de la punta de 

corte) y se procedió a la obtención del disco utilizando la perforadora Micro Harris® de 2 

mm (recomendada para la perforación precisa de las tarjetas FTA sin contaminación 

cruzada cuando se utilizan los procedimientos recomendados), se tomó el disco de la 

parte central del perímetro que abarca la muestra (si se considera necesario se pude 
·' 

limpiar la perforadora con etanol al 70% entre cada muestra). Se agregó a los tubos que 

contiene los discos 200 ¡JI del Reactivo de Purificación FTA. Después invertir el tubo dos 

veces e incubar de 4-5 minutos a temperatura ambiente (para algunos casos el volumen 

de reactivo de purificación cambia según el número de discos a util izar por ejemplo, el 
J 

volumen que se utilizó de reactivo fue de 100 ¡JI para tubos con dos discos y para tubos 

con un disco, se utilizó 50 !JI). Pipetear el reactivo de purificación FTA de arriba a abajo 

dos veces. Para asegurase de no perder ningún disco, con una pipeta se removió la 

mayor cantidad de reactivo y se eliminó. Se repitió este lavado. Posteriormente se agregó 

200 ¡JI de buffer TE 0.1 (1 O mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8) a cada tubo y se invierte dos 

veces y se incuba de 4-5 minutos a temperatura ambiente (de igual manera el volumen de 

buffer TE cambia según el número de discos a utilizar por ejemplo, el volumen que se 
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utilizó de buffer fue de 100 IJI para tubos con 2 discos y para tubos con un disco, se utilizó 

50 IJI). Pipetear el buffer TE de arriba a abajo dos veces. Para asegurase de no perder 

ningún disco, con una pipeta se removió la mayor cantidad del buffer y se eliminó. Se 

repitió este lavado. Después se dejó secar los discos aproximadamente una hora a 

temperatura ambiente o .20 minutos a 56°C y se eluyeron los discos ya que están 

completamente secos en 30 IJI de agua libre de nucleasas a 94 oc por 5 minutos, por 

último se dejó unos minutos a temperatura ambiente, para luego llevar a cabo PCR 

tiempo real o convencional (transferir los discos cuidadosamente con unas pinzas limpias 

a tubos de PCR). 

3.2.3 Cuantificación de ADN 

El ADN obtenido de las tarjetas FT A, se cuantificó por el método de espectrofotometría 

empleando el equipo NANODROP 1000 (Thermo Scientific). 

3.2.4 Amplificación por PCR 

Se realizaron diluciones (1 :20) del stock de ADN obtenido de las tarjetas FTA de las 

muestras de tronco de EtyJA y WAT. Para la reacción de PCR se utilizaron 8 pares de 

iniciadores microsatélites. Los iniciadores Forward (F) y Reverse (R) que se utilizaron, 

solamente los iniciadores F (forward) fueron marcados con dos fluoróforos (WeiiRED): 04 

(azul) y 03 (verde). El volumen final de las amplificaciones fue de 25 IJI. La mezcla de 

reacción consistió de: 5 !JI buffer (5X), 1 IJI de Cloruro de Magnesio (50 mM), 0.5 IJI de la 

mezcla dNTP 's (1 O mM), 0.3 IJI Taq polimerasa (5 U/mi), 1 IJI del iniciador Forward 04 (2.5 

IJM), 1 IJI del iniciador Reverse (10 pmol), 1 IJI del iniciador Forward 03 (2.5 IJM), 1 !JI del 

iniciador Reverse (10 pmol), 5 IJI de ADN genómico y el volumen necesario de agua estéril 

para alcanzar el volumen final. 

La PCR realizada fue tipo multiplex, por lo que en cada reacción se pusieron dos juegos 

de iniciadores. Se eligieron iniciadores que amplificaran productos de tamaño diferente 
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para lograr una buena separación de los mismos al realizar la electroforesis capilar. Las 

condiciones de amplificación utilizadas fueron: 5 minutos de desnaturalización inicial a 

94 oc; 35 ciclos de: desnaturalización a 94 oc por 30 segundos, alineamiento a 51 oc por 1 

minuto y extensión a 72°C por 1 minuto, con una extensión final a 72 oc por 30 minutos. 

3.2.5 Electroforesis capilar 

Previo a colocar las muestras en el secuenciador CEQ TM 8800, se realizó una mezcla de 

reacción la cual contiene por muestra: 25 ¡JI de SLS (Sample Loading Solution-formamida) 

y 0.25 !JI de DNA Size Standard Kit-400 (ROX), este último es importante darle un vortex 

aproximadamente durante un minuto para asegurar su total homogenización. Teniendo la 

mezcla preparada, se dosifica en una placa de 96 pozos (25.25 ¡JI en cada pozo) por 
·' 

último se adicionó 4 ¡JI del producto de PCR de las muestras y finalmente se colocó la 

placa en el secuenciador. 

3.2.6 Obtención de datos 

Una vez finalizada la corrida en el secuenciador, los datos crudos obtenidos como 

resultado de la detección de los fragmentos amplificados son importados al programa 

GeneMarker™ y se procedió a verificar visualmente los resultados arrojados en los 

electroferogramas. Por último se realizaron los análisis genéticos utilizando los datos 

moleculares obtenidos. 

3.2.7 Cuantificación de ADN de discos eluidos 
·' 

Como se menciono anteriormente se evaluaron tres diferentes métodos de aplicación de 

ADN de tronco en la tarjeta FTA y para saber la cantidad y calidad de ADN obtenido en 

cada prueba se llevo a cabo la cuantificación , para esto se emplearon dos discos de cada 

prueba eluidos en 30 ¡JI de agua ultrapura, de los cuales se empleo 2 ¡JI para llevar a cabo 
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la cuantificación. En base a los resultados se realizaron evaluaciones adicionales con el 

extracto con agua ultrapura aplicando un volumen de 800 !JI de extracto de tronco en las 

tarjetas, utilizando 0.33 gr de tejido 1 mi de agua ultrapura, también se aplicó un volumen 

de 1000 !JI utilizando 0.66 gr 1 mi de agua ultrapura. Para ambas pruebas se emplearon 

diferentes números de discos, para la primera dos discos y para la segunda diez discos 

por último se cuantificaron las muestras. 

3.2.8 Pruebas preliminares con microsatélites empleando tarjetas FTA y el 

secuenciador ABI 31 O 

Para esta prueba se emplearon 5 muestras de hoja de la variedad Alto Oeste Africano 

(WAT), el ADN se obtuvo con el protocolo de Sílica. Se util izo esta variedad como control 

debido a que ya está caracterizada y se conoce el tamaño de los fragmentos esperados, 

de igual manera permite saber si él protocolo que se está siguiendo es adecuado. 

También se emplearon cuatro muestras de tronco provenientes de San Crisanto, 

Sinanché, Yucatán con las siguientes claves GA-13, G4-171 , G4-156 Y G2- 117 siendo 

estas de la variedad Alto del Pacífico, de las cuales se extrajo ADN con el kit Whatman 

FTA ® Plant. Para esta prueba se utilizaron dos juegos de iniciadores A3 (FAM) y 812 

(NED). Posteriormente los datos crudos obtenidos como resultado de la detección de los 

fragmentos amplificados en el secuenciador ABI 31 O fueron importados al programa 

GeneMarker™, para realizar la lectura de los electroferogramas y visualizar el tamaño de 

fragmentos obtenidos en cada una de las muestras. 

,. 

3.2.9 PCR- tiempo real empleando discos y elución 

Para esta prueba se pesó 1 gr de tejido (tronco) y se colocó en un tubo falcón 

añadiéndole 2.5 mi de agua ultrapura con 2.5 IJI de antioxidante y se dejó reposar 10 

minutos. Después se colocaron 5 discos limpios en los tubos (cada disco en un tubo) y se 

añadió 100 IJI de extracto, se dejo reposar 5 minutos. Posteriormente se retiró el extracto 

y se dejó secar los discos a 56°C por 20 minutos, una vez secos los discos se realizaron 
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los lavados como lo indica el protocolo de las tarjetas FT A. Finalmente se e luyeron los 

discos en 30 IJI de agua ultrapura a 94 oc por 5 minutos y se realizó PCR- tiempo real con 

la sonda 18s empleando los discos como la elución. 

3.2.1 O Evaluación comparativa de dos tratamientos de elución con PCR 

convencional y PCR tiempo real 

Para llevar a cabo esta prueba primero se pesó 1.5 g de tejido (tronco) y se colocó en un 

tubo falcón, después se le agregó 3 mi de agua ultrapura corí 3 IJI de antioxidante y se 

dejó reposar 1 O minutos. Después, se pusieron nueve discos limpios en tubos, de tal 

manera que cada disco este en un tubo. Se añadió 60 IJI de extracto directo a cada tubo y 

se dejó reposar por 5 minutos, después se retiró el extracto y los discos se secaron a 

56°C por 20 minutos. Una vez secos los discos se realizaron los lavados como lo indica el 

protocolo de las tarjetas FT A. Posteriormente seis discos se emplearon para probar los 

diferentes tratamientos de elución y los otros tres discos se utilizaron directo (sin eluir) 

para PCR convencional. Los tratamientos de elución fueron los siguientes: 

Tratamiento 1: 30 IJI de agua, a 95°C por 30 minutos, vortex y centrifugar. 

Tratamiento 11: 30 IJI de agua a 94°C por 5 minutos. 

Después, /a elución se empleó para realizar PCR tiempo real y PCR convencional , 

mientras que los discos eluidos y discos directos (sin eluir) se emplearon solamente para 

PCR convencional. En ambos tipos de PCR se utilizó la sonda 18s. En el caso de los 
·' 

discos eluidos, estos se sometieron a varios lavados con agua ultrapura para saber hasta 

cuantas veces se pueden reutilizar para PCR convencional. El método de lavado fue el 

siguiente: se agregó 100 IJI de agua ultrapura a cada disco, se les dio un vortex suave 

durante un minuto, posteriormente se retiró el agua y se eliminó. Este procedimiento se 

repitió hasta obtener un total de tres lavados de cada disco, esto con la finalidad de 

eliminar todos los residuos que hayan quedado de la mezcla de PCR anterior. Por último 

se corrieron geles para observar las bandas que se obtenían por cada lavado. 
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3.2.11 PCR tiempo real usando el equipo Rotor GeneQ 

Para esta prueba se emplearon tarjetas a las que se había aplicado tejido de tronco de 

tres diferentes maneras: (a) tejido presionado, (b) extracto en CTAB y (e) extracto en agua 

ultrapura, esta prueba se realizó para observar si con el equipo Rotor GeneQ se obtendría 

amplificación al emplear los discos en la reacción de PCR. Este equipo tiene un diseño 

centrífugo rotatorio que lo hace ser el termociclador más preciso y versátil de PCR tiempo 

real disponible en la actualidad. Cada tubo gira en una cámara de aire en movimiento y 

cuando se alinea con la óptica de detección, la muestra se ilumina y la señal fluorescente 

es rápidamente obtenida de una sola vía. Esta uniformidad térmica y óptica se traduce en 

un sensible, preciso y rápido análisis en PCR tiempo real. 

Primeramente se cortaron cuatro discos de cada tarjeta a los cuales se le dio lavados 

como lo indica el protocolo de las tarjetas FT A, posteriormente dos discos se eluyeron en 

30 ¡..~1 de agua ultra pura a 94 oc por 5 minutos, los otros dos discos se util izaron directos 

(sin eluir) y por último se realizó PCR con el Rotor GeneQ, empleando la sonda 18s. 

3.2.12 Análisis genéticos utilizando datos moleculares obtenidos de 

muestras de tejido de tronco aplicado en tarjetas FTA. 

El tejido de tronco (extracto en agua ultrapura) de las muestras empleadas en este ,. 
estudio: 5 muestras de la variedad Alto Oeste Africano (WAT) y 5 muestras de la variedad 

Enano Malayo Amarillo (EMA) fue aplicado a las tarjetas FT A. La extracción de ADN se 

llevo a cabo como lo indica el protocolo de las tarjetas. Se empleó la elución para realizar 

la electroforesis capilar. Posteriormente se llevaron a cabo los análisis genéticos con la 

ayuda del programa POPGENE 32 v1 .32 (Y eh et al. , 1999) para generar los dendogramas 

y poder visualizar el agrupamiento de las muestras. Los resultados obtenidos empleando 

las tarjetas se compararon con las muestras WAT y EMA extraídas con el Kit de 

ChargeSwitch empleando tejido de tronco con fines comparativos. 
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3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Aplicación de ADN a tarjetas FTA 

Se realizaron tres pruebas para saber la mejor forma de aplicrar el tejido de tronco en la 

tarjeta: (a) tejido presionado, (b) extracto en CTAB y (e) extracto en agua ultrapura, 

después se realizó el protocolo de extracción de ADN para tarjetas FT A. Posteriormente 

para saber si se obtuvo ADN se realizó PCR tiempo real utilizando la sonda 18s. 

AfnplifKIÜI 

10 

Forma de apllcac:lón 
de ANO a tarjetas FTA 

Extracto en CT AB · 

Extracto en 
Agua uttr!!p(Jra 

Tejido presiooado · 

·' 

No. de 
Muestras 

3 

3 

3 

CT 

23.59! 0.73 

24.41 :!: 0.71 

24.30:!:0.79 

Figura 3.1 Cinética de la reacción de PCR tiempo real. Columna 1: forma de aplicación de ADN de 

tronco a tarjetas FTA. Columna 2: No. de muestras. Columna 3: CT y desviación estándar. (+) 

Control positivo. (-) Control negativo. 

En la figura 3.1 se muestra que con todas las pruebas se obtuvo amplificación y al 

comparar la desviación estándar de los CT obtenidos se puede ver que las diferencias no 

son mayores de uno. 
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3.3.2 Cuantificación de ADN de discos eluidos 

En base a los resultados obtenidos se decidió cuantificar las muestras para saber la 

cantidad y calidad de ADN que se obtuvo, en el cuadro 3.1 se observan los resultados. 

Cuadro 3.1 Promedio de la cuantificación de las eluciones obtenidas con los tres métodos de 

aplicación de extracto a tarjetas FTA. Cantidad de ADN (ng/¡.JI) . Absorbancias a 260/230 nm y 260/ 

280 nm indican la pureza de ADN. 

Parámetros Extracto en CT AB 

ng/¡..¡1 ' 83. 3 

260/230 0.49 
260/280 . 1 .15 

Extracto en agua 
ultrapura 

11 
0.13 
0.50 

Tejido presionado 

16.8 
0.17 
0.66 

Se observa claramente que la mayor cantidad de ADN se obtuvo con los extractos con 

CT AB y la menor con extractos con agua ultrapura; en cuanto a calidad ninguna de las 

muestras se encontraron dentro del rango esperado el cual es de 1.8 a 2.0 a 260/280 nm 

(Sambrook et al., 1989). A pesar de los resultados obtenidos al emplear extracto con agua 

ultrapura se decidió realizar pruebas adicionales debido que se busca mejorar e 

implementar un protocolo de extracción de ADN más rápido, además que sea aplicable a 

condiciones de campo y con los procedimientos más sencillos. 

Cuadro 3.2 Promedio de la cuantificación de ADN de las eluciones obtenidas con los dos tipos de ,. 
pruebas. Columna 1: parámetros de medición . Columna 2: prueba con dos discos. Columna 3: 

prueba con 1 O discos. 

Parámetros 

ng/¡..¡1 

260/230 

260/280 

2 Discos ( 0.33 gr de 
tejido/ mi) 

15.6 

0.16 
0.69 

10 discos (0.66 gr de 
tejido/ mi) 

93.7 

0.21 
0.68 

85 



Capítulo 111 

La cantidad de ADN con dos discos fue de 15.6 ng/¡.JI y al aumentar la cantidad de tejido, 

volumen aplicado en la tarjeta y mayor número de discos, la cantidad de ADN aumentó a 

93.7 ng/¡.JI. En cuanto a la calidad, las lecturas de absorbancia a 260/280 nm, no 

mostraron diferencias al emplear dos o diez discos. 

3.3.3 Pruebas preliminares con microsatélites empleando tarjetas FTA y el 

secuenciador ABI 31 O ·' 

En base a los resultados anteriores se decidió realizar esta prueba empleando el extracto 

en agua ultrapura aplicado en la tarjeta FTA para saber si el ADN de tronco extraído es 

útil para realizar los estudios de microsatélites. Esta prueba se realizó con dos juegos de 

iniciadores A3 (FAM) y 812 (NEO) con los cuales se llevo a cabo PCR de punto final , 

posteriormente los productos fueron fraccionados en un gel de agarosa para asegurar que 

haya amplificación y del tamaño esperado, por último el producto de PCR fue analizado 

por electroforesis capilar. 

·' 
+-240 pb 

100 pb-+ 

Figura 3.2 Electroforesis en gel de agarosa al 3% del producto de amplificación obtenido con el 

ADN extraído de la tarjeta FTA. M: marcador de 100pb (invitrogen). Carriles de 1 a 4: producto de 

PCR con 1¡..~1 de ADN . Carriles de 5 a 8: producto de PCR con 2¡..~1 de ADN. 
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Como se puede observar se logro obtener bandas del tamaño esperado. Las bandas 

observadas son de 240 pb tal y como se esperaba con el iniciador A3 (figura 3.2) de igual 

manera se decidió utilizar 2 ¡JI de ADN para realizar los análisis con microsatélites, ya que 

las bandas obtenidas al utilizar esta cantidad se visualizan con más intensidad en 

comparación con la de 1 ¡JI y de esta manera asegurar una buena amplificación de las 

muestras. 

WAT2 

G4-171 
Tarjeta 

1 r 

'1 

1~ 
1 

¡ 

~ 
~ .. ·. ~ ... ~ 

A3 

1 .. ' ' •• . 
1 

1 

1 

- ' • 1 

~: 
1 u 

8 12 

Figura 3.3 Imagen del gej. obten ido con electroforesis capilar. Se muestran los fragmentos 

amplificados con los iniciadores A3 y 812 de dos muestras: WAT 2 y G4-171 (muestra obtenida 

con tarjetas). 

Los resultados obtenidos con la electroforesis capilar (figura 3.3) indican que el ADN 

extraído de tronco empleando las tarjetas FTA es útil para realizar estudios de 

microsatélites ya que se observaron fragmentos de tamaño esperado con los iniciadores 

probados y con una buena intensidad en los picos. En el cuadro 3.3 se puede observar 

los alelas obtenidos para cada una de las muestras empleadas en esta prueba Es 
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importante mencionar que con los controles (ADN de hoja), también se obtuvieron 

fragmentos de tamaño esperado y con una buena intensidad en los picos, lo que indica 

que la técnica de electroforesis capilar está funcionando con las condiciones probadas. 

Cuadro 3.3 Muestras y alelos obtenidos con los iniciadores A3 y B12 

A3 
, 

812 

MUESTRAS (228- 240) 
. 

(135-189)* 

WAT1 228-228 161-161 

WAT2 228-228 161-161 

CONTROLES WAT3 228-228 161-161 

WAT4 228-228 161-161 

WAT5 228-228 161-161 

G4-13 234-234 157-157 

TARJETAS G4-171 234-234 156-156 

FTA G4-156 234-234 171-171 

G2-117 240-240 157-157 

* Rango de tamaño del fragmento con los iniciadores A3 Y B 12. 

3.3.4 Análisis comparativo de las muestras extraídas con el kit y tarjetas FT A 

con los iniciadores A3 y 812 
·' 

Los resultados obtenidos al realizar los estudios de microsatélites empleando muestras de 

tronco extraídas con el Kit y tarjetas FTA fueron positivos ya que se observó el mismo 

tamaño de fragmento para las muestras extraídas con el kit como con las tarjetas FT A. En 

la figura 3.4 se muestra con fines comparativos los electroferogramas obtenidos con la 

muestra G4-171 . En el cuadro 3.4 se ilustran todos los aleles obtenidos de las muestras 

empleadas para .esta prueba, los cuales están dentro del rango de tamaño de fragmento 

esperado con los iniciadores utilizados. 
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A3 B12 

WAn~ 

~-171 1 

~ 
Kit . 

"" ~.1 

G4-171 
Tarjeta 

Figura 3.4. Imagen del gel obtenido con electroforesis capilar. Se muestran los fragmentos 

amplificados con los iniciadores A3 y B12 de tres muestras: WAT 2 y G4-171 extraído con el kit y 

G4-171 extraído con tarjetas FTA. 

Cuadro 3.4 Aleles obtenidos con los iniciadores A3 y B 12 de las muestras 
control y de las muestras obtenidas con el Kit de ChargeSwitch y tarjetas FTA. ,. 

A3 812 
* MUESTRAS (228- 240) (135-189)* 

WAT1 228-228 161-161 

WAT2 228-228 161-161 

CONTROLES WAT3 228-228 161-161 

WAT4 228-228 161-161 

WAT5 228-228 161-161 

G4-13 234-234 157-157 

KIT G4-171 234-234 156-156 

CHARGESWITCH G4-156 234-240 171-171 

G2-117 240-240 157-157 

G4-13 234-234 157-157 

TARJETAS G4-171 234-234 156-156 

FTA G4-156 234-234 171-171 

G2-117 240-240 157-157 

,. 
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3.3.5 PCR- tiempo real empleando discos y elución 

Esta prueba se realizó para saber si tanto en los discos como en la elución se obtiene 

ADN, ya que el fabricante propone la utilización directa de las tarjetas. Los resultados se 

presentan a continuación 
.r 

Muestras CT Amplititml 

1 N/A 500 

2 21 .80 
3 N/A 400 

4 21.69 
5 19.76 

300 

6 24.25 :0 

:¡¡ 200 
7 24.87 
8 25.26 100 

9 24.46 
10 23.55 

Control+ 17.08 
Control+ 17.07 10 15 20 25 30 35 

Control- 30.99 Cytles 

Figura 3.5 Valores de CT obtenidos y cinética de la re~cción de PCR tiempo real. 

Muestras del 1 al 5: discos e luidos. Muestras de la 6 a la 10: elución. N/ A: no amplifico. 

Los valores de CT obtenidos al emplear los discos indican que se queda adherido ADN 

después de la elución. Pero observamos que al realizar PCR tiempo real empleando los 

discos algunas de las muestras no amplifican y esto podría ser debido a que la que la luz 

emitida por el equipo interfiere con los qiscos y no permite que se emita fluorescencia. Lo 

contrario sucede cuando se utiliza solamente la elución ya que no presenta ningún 

problema para su amplificación. 

.r 
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3.3.6 Evaluación comparativa de dos tratamientos de elución por PCR 

convencional y PCR tiempo real 

Al observar que la elución obtenida de las tarjetas para llevar a cabo PCR tiempo real no 

presentó ningún problema, se realizó el siguiente análisis para determinar primeramente 

que tipo de tratamiento de elución es mejor para las tarjetas FTA, empleando PCR 

convencional y PCR tiempo real. De igual manera si el disco se puede reutilizar varias 

veces para PCR convencional. 
,. 

A) Productos amplificados por PCR convencional con la sonda 18s. 

Discos 

Discos sin 
elución 

... --- · --~ ~ ;_.) ... _,. 

M12345+· 

M ,6 . 7 8 9 + 
... 1 ' 

' . 
1 11 

-
Figura 3.6 Electroforesis empleando discos. M: 

Marcador de 1 Kb. Carril 1 al 3: disco directo (sin 

eluir).Carril 4 al 6: disco eluido (tratamiento 1). 

Carril 7 al 9: disco eluido (tratamiento 11). Control 

positivo ( + ). Control negativo (-). 

Eluciones 

1 -

4 5 6 7 8 9 + 

Figura 3.7 Electroforesis empleando 

eluciones. M: Marcador de 1 Kb. Carril 4 al 6: 

elución (tratamiento 1). Carril 7 al 9: elución. 
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Se pude observar en los geles de agarosa (figura 3.6 y 3.7) que se obtuvo amplificación 

en todas las muestras. Al emplear los discos directos (sin ·'eluir) como lo propone el 

fabricante así como para los dos tipos de eluciones (1 y 11) se observan bandas definidas 

utilizando los discos eluidos (muestras de la 4 al 9) como utilizando solamente las 

eluciones (figura 3. 7). 

8) PCR tiempo real 

De igual manera se realizó PCR tiempo real solamente de las eluciones, empleando la 

sonda 18s, los valores de CT que se obtuvieron con los dos tratamientos de elución son 

similares, estos resultados indican que cualquiera de las dos eluciones se pueden utilizar 

para la obtención de ADN. 

Muestras CT !l1'!~111~Mltll 

4Q) 

4 22.35 

5 19.86 xo ... 
6 20.29 

s ;x:o .... 
7 20.31 

8 20.64 co .; 

9 20.54 
íi n 

Control+ 16.19 

Control- 32.66 o 10 15 :0 
Cyclp¡ 

Tratamiento 1: 30 ¡JI de agua, a 95°C por 30 minutos, vortex y centrifugar. 
Tratamiento 11: 30 ¡JI de agua a 94°C por 5 minutos. 

--
25 :lO 3 

Figura 3.8 Valores de CT obtenidos y cinética de la reacción de PCR tiempo real. Muestras 4 a la 

6: elución (tratamiento 1). Muestras 7 a la 9: elución (tratamiento 11). Control positivo y control 

negativo. 

·' 
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C) Lavados de los discos 

A M 1 2 3 M 1 2 

4 5 !5 

e vt12345s 
M 1 2 3 O 

/ 

Figura 3.9 Imagen representativa de los productos amplificados de los discos lavados. A) Primer 

lavado. B) Segundo lavado. C) Tercer lavado. O) Cuarto lavado. Incisos A al 0: M, marcador 

molecular de 1 kb; carril 1 al 3, discos eluidos (tratamiento 1); carril 4 al 6, discos eluidos 

(tratamiento 11). 

Se pudo comprobar que los discos se pueden lavar y colocar para una nueva reacción de 

PCR, de igual manera con los dos tratamientos de elución se obtuvieron buenos 

resultados. En el primer y segundo lavado se observan bandas definidas, en el tercer 

lavado las muestras empezaron a mostrar un barrido y en el cuarto lavado las muestras 

ya estaban degradadas. Estos resultados indican que podemos utilizar los discos hasta 

para dos PCR a partir de la PCR original , lo que nos ahorraría tiempo y reactivos para 
¡ ' 

lavar y elu ir los discos por cada reacción de PCR y de esta manera se obtendrían los 

resultados en un corto tiempo. 
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3.3.7 PCR tiempo real usando el equipo Rotor GeneQ 

Los resultados obtenidos en esta prueba empleando las tarjetas FTA con el Rotor GeneQ 

se realizaron debido a que al emplear los discos en las primeras pruebas observamos que 

algunas muestran no amplificaban empleando el equipo de PCR tiempo real (C1 000 

Thermal Cycler BioRad), por lo que se probo el equipo Rotor GeneQ por sus 

características descritas anteriormente para poder observar:• si amplificaban tanto los 

discos eluidos como directos. En el cuadro 3.5 se observan los CT obtenidos tanto de las 

eluciones como de los discos eluidos y directos, se puede apreciar que solamente la 

muestra 5 (tejido presionado) no amplifico al emplear discos eluidos y discos directos. En 

el cuadro 3.6 solamente se muestran las eluciones obtenidas con las diferentes muestras 

para confirmar que al emplear las eluciones no se tiene ningún problema en la 

amplificación cuando se realiza PCR tiempo real. 

A) Análisis empleando la elución, discos eluidos y discos directos. 

Cuadro 3.5 Valores de CT obtenidos de la reacción de PCR tiempo real con el Rotor GeneQ 

empleando la elución , discos eluidos y discos directos. 

Forma de aplicación de ADN 
a tarjetas FT A 

Extracto en CT AB 

Extracto en agua ultrapura 

Tejido presionado 

Control+ 
Control-

No. de 
muestras 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

Ciclo Umbral (CT) 

Elución 

24.73 
27.98 
22 .16 
22.24 
24.27 
23.94 
11.44 
32.09 

Discos Discos 
·' el u idos directos 

19.72 32.46 
24 .89 15.76 
22.47 15.11 
17.48 20.11 
N/A N/A 

12.92 10.97 

·' 
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,. 

B) Análisis empleando solamente la elución. 

Cuadro 3.6 Valores de CT obtenidos de la reacción de PCR tiempo real con el Rotor GeneQ 

empleando la elución. 

Forma de aplicación de ADN 
a tarjetas FT A 

Extracto en CT AB 

Extracto en agua ultrapura 

Tejido presionado 

Control+ 
Control-

No. de 
muestras 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

Elución 
(CT) 
24.73 
27.98 
22.16 
22.24 
24.27 
23.94 
11.44 
32.09 

3.3.8 Análisis genéticos utilizando datos moleculares obtenidos de muestras 

de tejido de tronco cor;, tarjetas FT A y Kit de ChargeSwitch 

Después de realizar diversas pruebas utilizando las tarjetas FTA y determinar que la 

elución obtenida de estas es la mejor para realizar el estudio de SSR se procedió a 

realizar los análisis correspondientes empleando tejido de tronco de 5 muestras de la 

variedad Alto Oeste Africano (WAT) y 5 muestras de la variedad Enano Malayo Amarillo 

(EMA) almacenadas en las tarjetas FTA. Posteriormente se llevaron a cabo los análisis 

genéticos con la ayuda del programa POPGENE 32 v1.32 para generar los dendogramas 

y poder visualizar el agrupamiento de las muestras. Con ello esperamos patrones de 

agrupamiento similares utilizando ADN de tronco extraído empleando las tarjetas FTA y el 

kit de ChargeSwitch. 

En el cuadro 3.7 se puede observar los alelos obtenidos con 8 iniciadores para las 

muestras WAT y EMA empleando tejido de tronco extraído mediante dos protocolos 

diferentes (tarjetas FTA y el Kit de ChargeSwitch) con fines comparativos. 
,. 

En base a los datos obtenidos se realizó un dendograma (figura 3.1 O) en el que se 

aprecia que tanto las muestras extraídas empleando tarjetas FTA y el Kit de 

ChargeSwitch dan el mismo resultado ya que forman dos grupos principales, uno 
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conformado por las muestras de la variedad WAT y otro por las muestras de la variedad 

EMA, sin embargo se observan diferencias entre los individuos y esto es debido a que se 

encontró valores diferentes para las muestras WAT en todos·'los iniciadores empleados, 

de manera similar que en las muestras EMA donde se encontraron valores diferentes en 

los iniciadores 8 12 y F2 al comprar los resultados obtenidos con las tarjetas y el Kit de 

ChargeSwitch (cuadro 3. 7). Las diferencias van de 2 a 1 O pares de bases, posiblemente 

debido a los diferentes protocolos empleados para la extracción de las muestras. De igual 

manera se observa que las muestras WAT2 y EMA4 extraídas con tarjetas FTA no se 

obtuvieron resultados con los in iciadores A3, H4 y F2. 

Cuadro 3.7 Individuos y tamaño de alelas obtenidos con 8 iniciadores en dos poblaciones de 

cocotero (WAT y EMA) para ambas variedades se empleó el tejido de tronco extraído con tarjetas 

FTA y el Kit de ChargeSwitch . 

Indiv iduos AJ 812 C7 H4 E12 F2 A9 E10 

(228-248) (135-189) (157-181) (218-236) (162-174) (191-215) (89-105) (226-246) 

TRONCO FTA 

WAT1 228-244 160-160 167-169 230-230 174-174 195-195 98-98 244-244 

WAT2 160-160 169-169 174-174 195-195 98-98 244-244 

WAT3 230-230 160-160 167-167 230-230 162-174 195-195 95-97 244-244 

WAT4 230-236 160-160 161-167 230-230 162-174 195-201 95-97 244-244 

WAT5 230-230 160-160 165-167 230-230 162-174 195-201 95-97 244-244 

EMA 1 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA2 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 197-197 89-89 238-238 

EMA3 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA4 243-243 168-168 163-163 230-230 162-162 89-89 238-238 

EMA5 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

TRONCO KIT 

WAT1 230-230 160-160 167-169 230-230 174-174 195-195 97-97 244-244 

WAT2 230-230 151-160 161-169 218-230 162-174 195-203 95-97 226-244 

WAT3 230-236 149-160 161-169 218-230 162-174 195-207 95-97 226-244 

WAT4 230-230 160-160 165-169 230-230 174-174 195-195 95-95 244-244 

WAT5 230-230 160-160 165-169 230-230 174-174 195-195 95-97 244-244 

EMA 1 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA2 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA3 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA4 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

EMA5 243-243 164-164 163-163 230-230 162-162 207-207 89-89 238-238 

·' 
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Figura 3.1 O Dendograma de anál isis de poblaciones basado en las distancias genéticas de Nei et 

al. , (1978) y el método de ag¡.upamiento UPGMA en dos poblaciones de cocotero (WAT yEMA): se 

emplearon cinco muestras de la variedad Alto Oeste Africano (WAT) y cinco muestras de la 

variedad Enano Malayo Amarillo (EMA) para ambas variedades se usaron los tej idos de tronco 

extraídos con tarjetas FTA y con el Kit de ChargeSwitch con fines comparativos. 

,. 
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3.4 DISCUSIÓN ·' 

Para la tecnología FTA, la aplicación de muestra de la planta es el paso con mayor 

limitación, ya que requiere mucho trabajo cuando se aplica la muestra por presión en la 

tarjeta; por ejemplo para algunos cultivos como el maíz que tiene el tejido foliar muy duro, 

una gran cantidad de tiempo se gasta en una sola muestra. Trabajos anteriores reportan 

que la cantidad de material vegetal aplicado sobre la tarjeta FTA es crítico y tiene que ser 

presionado hasta que se observa suficiente savia en la tarjeta (Drescher y Graner, 

2002). Por ello primeramente se realizaron tres pruebas para saber la mejor forma de 

aplicar el tejido de tronco de cocotero en la tarjeta FTA. En base a los resultados 

obtenidos se decidió emplear el extracto en agua ultrapura, debido a que se busca 

mejorar e implementar un protocolo de extracción de ADN más rápido , además que sea 

aplicable a condiciones de campo y con los procedimientos más sencillos. 

Los resultados obtenidos en la cuantificación indicaban aparentemente que el ADN de las 
l 

muestras no tenía la calidad y pureza para análisis con microsatélites, sin embargo se 

reporta que las ventajas que ofrecen los microsatélites se deben, en parte, al empleo de 

amplificación por PCR con cebadores largos, específicos de cada locus, ya que el tejido 

que se utiliza no necesita ser de mucha calidad , e incluso ADN en estado avanzado de 

degradación es suficiente para ser analizado (Picó et al., 2012), por lo que se realizó una 

prueba preliminar con microsatélites, para esto se llevo a cabo una amplificación de las 

muestras con el iniciador A3 (figura 3.2), ya que el ADN obtenido de tarjetas FTA no es 

posible visualizarlo en geles de agarosa, en los artículos se reportan geles obtenidos de 

tarjetas pero realizando una amplificación previa (Manual Whatman FTA® Elute 2006; 

Burgos et al. , 2007) además se reporta que el material genético extraído se encuentra 

atrapado en el mismo soporte por lo que no pude ser revelado directamente mediante 

electroforesis en gel de agarosa; previamente debe ser amplificada la muestra por PCR 

(Zurita, 2006). Al llevar a cabo la electroforesis capilar y analizar los resultados con la 

ayuda del programa GeneMarker (figura 3.3) se pudo observar que se obtuvieron los 

mismos alelas tanto para las muestras extraídas con el Kit y ~on las tarjetas FTA (figura 

3.4 ). Los resultados presentados hasta el momento nos permiten ver un potencial para el 

uso de las tarjetas FT A para la extracción de muestras de ADN obtenidas de tronco, 
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utilizando solo agua para la extracción y el ADN que se obtiene es adecuado para análisis 

con microsatélites. 

Posteriormente se realizaron varias pruebas con las tarjetas para obtener el mejor método 

para llevar a cabo los análisis microsatelitales. En la prueba realizada con el equipo de 

PCR tiempo real emplea~.do discos y elución (figura 3.5) se observó que al emplear los 

discos se tiene problemas en la amplificación , por el contrario al emplear la elución no se 

presento ningún problema. De igual manera al comparar dos diferentes tratamientos de 

elución los resultados no mostraron diferencias entre los tratamientos ya se empleando 

discos y elución. En los lavados realizados a los discos, los resultados indicaron que estos 

se pueden emplear hasta para dos PCR a partir de la PCR original, lo que nos ahorraría 

tiempo y reactivos para lavar y eluir los discos por cada reacción de PCR y de esta 

manera se obtendrían los resultados en un corto tiempo. 

Hasta ahora en las pruebas realizadas se ha empleado la elución de ADN obtenido de las 

tarjetas FT A; pero cabe mencionar que el fabricante propone la utilización directa de las 

tarjetas (sin eluir) (Manual Whatman. FTA®, 2002) pero al utilizar discos en el equipo de 

PCR tiempo real (C1 000 Thermal Cycler BioRad), se observó que algunas muestran no 

amplificaban por lo que se probo el equipo Rotor GeneQ por sus características descritas 

anteriormente, en el cual observamos que solamente una muestra no amplifico al emplear 

discos eluidos y directos, •por otro lado la elución no presento ningún problema como se 

esperaba. Es importante mencionar que es una primera prueba que se realizó con este 

equipo por lo que se recomendaría realizar más pruebas para confirmar los resultados. 

Al obtener el mejor método de aplicación del tejido de tronco de cocotero a la tarjeta FT A 

y la mejor elución para la extracción de ADN, se procedió a realizar un análisis genético 

con los datos obtenidos de la electroforesis capilar. En la figura 3.1 O se pudo observar el 

agrupamiento de las muestras de la variedad WAT (Alto Oeste Africano) extraídas con 

tarjetas FT A y Kit de ChargeSwitch por lo que formaron un mismo grupo, lo mismo ocurrió 

para la variedad EMA (Enano Malayo Amarillo). En los resultados obtenidos se esperaría 

que no hubiera diferencias entre los individuos de cada variedad ya que se empleó el 

mismo tejido para ambos protocolos, sin embargo se obtuvieron valores diferentes entre 

los individuos con los iniciadores utilizados para la variedad WAT (cuadro 3.7) esto 
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posiblemente se debió a los diferentes métodos de extracción de ADN empleados para el 

tejido de tronco, ya que con las tarjetas, las muestras WAT2 y EMA 4 con los iniciadores 

A3 , H4 y F2 no se obtuvieron resultados posiblemente por inhibidores que pudieran tener 

las muestras, cabe mencionar que estos son los primeros . estudios que se realizan 

empleando extracto de tronco aplicado en tarjetas para anál isis genéticos y con el cual se 

obtuvo buenos resultados con la mayoría de las muestras, lo que nos sugiere que el ADN 

de tronco de cocotero aplicado en la tarjeta FTA empleando solamente agua ultrapura 

para el extracto, puede ser prometedor para llevar a cabo la colecta de tej ido en campo y 

su posterior extracción de ADN, además de que se obtuvo buenos resultados con los 

análisis genéticos con microsatélites al ser comparadas con muestras extraídas con el kit. 

De igual manera la conservación y transporte de muestras de un país a otro, es difícil 
·' 

debido a requisitos fitosanitarios los cuales a veces son difíciles de obtener. En cuanto a 

la conservación los viajes de colecta suelen largos y hacen difícil la conservación de las 

muestras, por lo que al emplear las tarjetas FTA estos problemas se reducirían , además 

se tendría la seguridad de que al llegar al laboratorio las muestra van a estar en buen 

estado para ser analizadas y obtener resultados confiables en diferentes estudios y más 

cuando se trata de análisis tan sensibles como los microsatélites. Los resultados 

obtenidos sugieren que las tarjetas FTA son adecuadas como medio para la colecta , 

transporte y conservación de ADN de cocotero. 

·' 
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3.5 CONCLUSIONES 
,. 

1. Se utilizaron tres métodos de aplicación a las tarjetas FTA y en todos los casos las 

tarjetas pueden retener ADN extraído de tronco que puede ser elu ido de ellas. 

2. El ADN eluido se uso para análisis con microsatélites y de las tres formas de 

aplicación la que funcionó mejor fue el extracto en agua ultrapura, después en CTAB 

y por último el presionado. 

4. Se pudo comprobar que los discos de las tarjetas FTA cargados con ADN se pueden 

· reutil izar para varias reacciones de amplificación. 

5. Con el Rotor GeneQ que util iza un sistema de emisión de luz horizontal , no se 

tuvieron problemas de interferencia con los discos, por lo que resultó ser un equipo 

más confiable. 

6. Se obtuvieron buenos resultados al emplear el ADN extraído del tejido de tronco con 

tarjetas FT A para los estudios genéticos con microsatélites, al ser comparados con 

los resultados obtenidos con el Kit de ChargeSwitch . 

7. Estos resultados muestran que las tarjetas FTA son adecuadas como medio para la 

colecta , transporte y conservación de ADN de cocotero. 

,. 
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CAPÍTULO IV 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES GENERALES 

4.1 DISCUSIÓN GENERAL 

Los esfuerzos que en la actualidad se realizan para el estudio de la variabilidad genética 

demandan el empleo de efectivas y novedosas herramientas. Las técnicas de marcadores 

de ADN están siendo utilizadas para la identificación , caracterización y evaluación de la 

diversidad genética en los cultivos (Coto y Cornide, 2003). Las metodologías moleculares 

han revolucionado el análisis genético en el caso específico del cocotero. Las técnicas de 

RAPO (Ashburner et al., 1997; Manimekalai y Nagarajan, 2006) y los RFLPs (Lebrun et 

al. , 1998; Teulat et al. , 2000) fueron aplicadas en cocotero mostrando ser adecuadas para 

la identificación de poblaciones próximas, comportamiento de híbridos y evaluación de la 

distancia genética entre sus países. 

De igual manera para Cocos nucifera se han desarrollado marcadores microsatelitales 

(Rivera et al. , 1999; Baudouin y Lebrun, 2002) para estudios de diversidad, relaciones 

genéticas, estructura de poblaciones entre otras, por lo que han demostrado ser una 

herramienta muy poderosa debido principalmente a sus secuencias multialelicas y 

altamente polimórficas y a su capacidad de ser amplificadas por reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR)(Lebrun et al. , 1998; Baudouin y Lebrun , 2002; Meerow et al., 2003; 
,. 

Lowe et al. , 2004; Perera et al; 2000; 2001 ; 2003; Rajesh et al., 2008). Tras la 

amplificación del fragmento que contiene el SSR, se procede a la separación y 

visual ización de estos fragmentos. Existen diversas metodologías para la visualización y 

la interpretación de resultados, los más sofisticados son los secuenciadores automáticos 

basados en la electroforesis capilar. Este método se empleo para llevar a cabo este 

estudio. 
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Es importante mencionar que para el cocotero se utiliza una metodología de SSR que 

requiere el uso específico de muestras de tejido de hoja. Sin embargo, dado que algunas 

palmas pueden alcanzar alturas de hasta 30 m, en particular para ciertos ecotipos, se 

dificulta mucho la colecta de muestras. Por otro lado, estos estudios requieren de 

transportar muestras de un país a otro, una labor difícil debido a requerimientos 

fitosanitarios. Por lo que en el presente trabajo primeramente se evaluó la posibilidad del 

uso de la base de tronco de cocotero como fuente de tejido para la obtención de muestras 

de ADN para análisis con microsatélites. En los resultados obtenidos se observó el 

agrupamiento de las muestras, al emplear el tejido de hoja y tronco de la variedad WAT 
·' 

(Alto Oeste Africano) estos formaron un mismo grupo sin diferir del tej ido, de igual manera 

esto ocurrió con la variedad EMA (Enano Malayo Amarillo) tanto al emplear tejido de hoja 

como de tronco estos formaron un solo grupo. 

También se evaluó el uso de tarjetas FTA {Fiinders Technology Associates) como medio 

de colecta, transporte y conservación de ADN de cocotero para su posterior uso en 

estudios con SSR. En los resultados se observó el agrupamiento de las muestras de la 

variedad WAT (Alto Oeste Africano) extraídas con tarjetas FTA y kit de ChargeSwitch , las 

cuales formaron un mismo grupo, lo mismo para la variedad EMA (Enano Malayo 

Amarillo). Lo que nos sugiere que el ADN de tronco de cocotero aplicado en la tarjeta FTA 

empleando solamente agua ultrapura para el extracto, puede ser prometedor para llevar a 

cabo la colecta de tejido en campo y su posterior extracción de ADN, además de que se 

obtuvo buenos resultados con los anál isis con microsatélites al ser comparadas con 

muestras extraídas con el kit. 

·' 
Los resultados del presente estudio muestran que el tejido de tronco de cocotero es una 

fuente adecuada de ADN para análisis con marcadores moleculares microsatelitales. Esto 

nos permite entonces aprovechar las ventajas de colectar muestras de tronco en 

comparación con hoja: (a) no hay que dedicar tiempo a buscar a alguien que acceda a la 

copa de la planta para tomar muestras de hojas; (b) no hay que pagar a alguien por 

realizar esta labor que puede costar 200 pesos por muestra (costo en Panamá), (e) no 

hay riesgo de accidentes, y (d) la colecta es mucho más rápida. Una dificultad que podría 

encontrase al tomar muestras de tronco es que los dueños de las plantas no estuvieran 

de acuerdo en hacer perforaciones. Sin embargo, de acuerdo a la experiencia del grupo 
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de cocotero del CICY, al realizar la colecta de dicho tejido en palmas tanto enfermas 

como sanas en diferentes plantaciones, hasta el momento nunca se ha presentado ningún 

problema por parte de los dueños de las plantaciones. 

Así que tanto desde el punto de vista de contar con ADN adecuado para los análisis con 

marcadores microsatelitales representa una alternativa útil con respecto al uso 

establecido de muestras de hoja. De igual manera los resultados muestran que el ADN de 

tronco de cocotero conservado y transportado en tarjetas FTA puede ser útil para estudios 

de marcadores moleculares así como para otras aplicaciones como la detección de 

patógenos por PCR. Esta metodología permite colectar, transportar y conservar ADN de 

cocotero de una manera más fácil , sin riesgos de accidentes, evitando problemas 

fitosanitarios en las aduanas y que además se tenga la seguridad de que al llegar al ,. 
laboratorio las muestras estarán en perfectas condiciones para ser sujetas a análisis. 

,. 
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4.2 CONCLUSIONES GENERALES 

1. Los tejidos de tronco de palmas pueden servir como fuente de ADN para la 

caracterización genética con microsatélites. 

·' 

2. El costo y tiempo invertidos para la colecta de tejido de tronco resultan ser menores 

que para la colecta de tejido de hoja, por lo que es más conveniente desde el punto de 

vista práctico. 

3. El ADN de tronco de palmas al ser conservado y transportado en tarjetas FTA puede 

ser útil para estudios de marcadores moleculares. 

4.3 PERSPECTIVAS 

En este trabajo se pudo comprobar que el tejido de tronco de cocotero puede servir como 

fuente de ADN para estudios con marcadores moleculares como los microsatélites 

empleando dos variedades ya caracterizadas (WAT y EMA) las cuales se emplean 

comúnmente como estándares para determinar el tamaño de alelas obtenidos, por lo 

tanto en estudios sucesivos se propone la posibilidad de evaluar un mayor número de 

muestras y de esta manera poder identificar individuos y poblaciones que puedan ser 

útiles en programas de mejoramiento genético. 

El empleo de tarjetas FTA como medio para la conservación y transporte de ADN de 

tronco de cocotero permitirá una colecta más fácil, rápida y menos costosa útil para traer 

numerosas muestras de cualquier parte del mundo. Esto evitará limitaciones por 

restricciones fitosanitarias y el ADN obtenido será útil para análisis genéticos y de otros 

tipos como la detección por medio del ADN de patógenos como Mindus crudus, el cual es 

causante del amarillamiento letal. 

·' 
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ANEXOSI 

Análisis de costos ,. 

Anexo 1 (1). Costos de extracción de ADN por una muestra 

MÉTODOS DE EXTRACCIÓN 

SÍLICA CTAB 

Reactivo Precio Reactivo 
PVP (1 gr) $4.36 Buffer de extracción (5 mi) 
Buffer de extracción (5 mi) $0.58 Fenol- cloroformo (1 mi) 
sos (100 ¡Ji) $0.14 lsopropanol (800 !JI) 
Acetato de Potasio (500 !JI) $0.58 Acetato de sodio (100 !JI) 
Sílica (300 !JI) $0.23 Etanol al 70 % (500 !JI) 
Etanol al 70 % (500 !JI) $0.97 1 punta de 5000 !JI 
1 punta de 5000 ¡Ji $ 1.22 2 tubos de 2 mi 
2 tubos de 2 mi $5.74 7 puntas de 1 000 !JI 
4 puntas de 200 !JI $ 1.20 2 tubos de 1.5 mi 
3 puntas de 1 000 1-11 $ 1.23 4 puntas de 200 !JI 
4 tubos de 1.5 mi $ 1.08 Agua ultrapura ( 50 !JI) 
Agua ultrapura (30 !JI) $0.18 
TOTAL $ 17.51 

,. 

MÉTODOS DE EXTRACCIÓN 

KIT CHARGESWITCH 

Materiales 
Kit (una muestra) 
2 tubos de 2 mi 
2 tubos de 500 !JI 
7 puntas de 1000 !JI 
5 puntas de 200 !JI 
1 punta de 1 O !JI 
TOTAL 

Precio 
$ 51 .85 
$5.74 
$ 1.14 
$2.87 
$ 1.50 
$ 1.57 
$64.67 

AGUA 

Materiales 
Agua (3 mi) 
1 tubo Falcon (10ml) 
1 punta de 1 000 !JI 

CONSERVACIÓN EN TARJETAS FTA 

Materiales 
Kit (una muestra) 
1 tubo de 500 !JI 
5 puntas de 200 1-1 1 

TOTAL: 

,. 

Precio 
$36.6 
$0.57 
$ 1.50 
$38.67 

Precio 
$ 1.77 
$8.14 
$4.66 
$0.04 
$0.97 
$ 1.22 
$5.74 
$2.87 
$0.54 
$ 1.20 
$0.30 

$27.45 

Precio 
$0.02 
$2.00 
$ 0.41 

$2.43 
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