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INTRODUCCION

El cocotero (Cocos nucifera L.) es una especie de gran importancia economica, la
predominancia de este cultivo se acentua en las zonas costeras tropicales (Harries, 1978;
2000). La palma de coco ha sido de gran utilidad al humano desde hace mas de 10,000
mil afos, como fuente de diversos satisfactores tales como alimento, bebida, techo, fibra,
azucar, madera, alcohol, combustible, aceite y utensilios domésticos, refiriéndose a él en
numerosas culturas como “el arbol de los mil y un usos”, o el "arbol de la vida” (Ohler,
1984; Chan y Elevitch, 20us; CONACQCO, 2011).

Desafortunadamente, la palma de cocotero estd sujeta al ataque de agentes que
producen diversas enfermedades y que afectan su produccion 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 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 comparacion a la tasa evolutiva de los micro-organismos, lo cual requiere la
intervencién de los humanos para acelerar su evolucion en términos de posibilitar su

adaptacién al ambiente (Howard y Harrison 2007).

En México como en otros paises de América latina y el Caribe el AL es el problema
fitosanitario mas grave que enfrentan los cultivadores de cocotero pues es una
enfermedad devastador La problematica del AL ha provocado la necesidad de
establecer programas de mejoramiento con el fin de generar amplia variabilidad genética
asi como formar variedades resistentes a la enfermedad y con alta productividad para
utilizarlas en la replantacién de las areas afectadas, dado que esta es la mejor estrategia
probada para combatir la enfermedad (Oropeza y Zizumbo-Villarreal, 1995; Zizumbo-
Villarreal et al., 1999; Zizumbo-Villarreal et al., 2006).

Para enfrentar la problematica anterior, es indispensable tanto conocer el material
genético del que se dispone en el pais, como definir el germoplasma suplementario y

definir las estrategias de mejoramiento como de conservacién del germoplasma. Como



herramienta importante se han planteado a los marcadores moleculares para realizar
estas tareas. Para el cocotero se han desarrollado marcadores microsatelitales
especificos (Rivera et al., 1999; Baudouin y Lebrun, 2002) que han demostrado ser utiles
en estos estudios. Esta metodologia se implementé 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 podria

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 conservacién y el transporte
de muestras a través de fronteras. El transporte de tejidos de un pais a otro, cada vez es
mas dificil debido a: (1) los permisos fitosanitarios para introducir tejidos a nuestro pais, a
veces son muy dificil de obtener, (2) los certificados fitosanitarios y permisos para sacar
tejidos del pais de origen de las muestras, a veces son muy dificiles de obtener. En
cuanto a conservacion de las muestras, los viajes de colecta suelen ser largos y hacen
dificil la conservacién adecuada de las muestras; por lo que en este trabajo se propone el
uso de tarjetas FTA (Flinders Technology Associates) ya que es una simple tecnologia
que reduce las etapas de colecta de ADN, transporte, purificacién y almacenamiento vy,
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 obtencién
de muestras de ADN y el uso de tarjetas FTA (Flinders Te nology Associates) como
medio de colecta, transporte y conservacion de ADN para su posterior uso en estudios

geneéticos basados en marcadores moleculares.
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Bajo condiciones de crecimiento favorables, las palmas de coco de las variedades altas,
inician su floracion aprox.nadamente a los seis afios de edad, cuando tiene de 2.4 a 4.5
m de altura. Las variedades enanas e hibridas comienzan a florecer mas temprano,

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

El fruto es una drupa fibrosa, que se desarrolia 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 esta conformada por la testa,
una simple y delgada capa, el endospermo liquido o agua y el endospermo sélido o carne,
en el cual se encuentra el embrion embebido. El fruto de las variedades altas es mas
grande en comparacion con el de las variedades enanas, las cuales, en contraste con las
variedades altas, presentan gran namero de nueces pequefas que maduran con mayor
rapidez. (Freemond et al., 1969; Woodroof, 1970; Santos et al., 1996; Ohler, 1999).

1.1.2 Importancia econdémica

El cocotero (Cocos nucifera L) junto con la palma africana (Elaeis guineensis) son,
probablemente, las oleaginosas de mayor importancia en las regiones tropicales vy
subtropicales del mundo (CONACOCO, 2012). Apreciado por sus multiples usas, el
cocotero ha sido de gran utilidad al humano desde hace mas de 10,000 mil afios, como
fuente de diversos satisfactores tales como alimento, bebida, techo, fibra, aztcar, madera,
alcohol, combustible, aceite y utensilios domésticos, refiriéndose a él en numerosas
culturas como “el arbol de los mil y un usos” o el "arbol de la vida” (Ohler, 1984; Chan y
Elevitch, 2006; CONACOCO, 2011).

El aceite de su semilla fue la primera grasa vegetal que sustituy6 a la grasa animal en la
elaboracién 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 afio 2009 registr6 que la produccion mundial de aceites
vegetales la conformabai 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 econdémico, se
encuentran el aceite virgen comestible y el aceite para la industria de la perfumeria y de
los bioenergéticos, tales como la bioturbosina para los & ynes y el biodiésel para
automotores (Tan et al., 2004; delos Reyes, 2007). Su uso vislumbra como una
importante contribucién 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 Africa
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 econdémico de los paises productores. Uno de los mercados mas florecientes es la
industrializacion del agua de coco, siendo muy apreciada en los paises tropicales donde

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

Ademas, se prevee que el agua de coco podria competir en el mercado de $10,000
millones de USD de las bebidas deportivas, debido a su caracter isotdnico natural tnico al
contener las concentraciones de calcio, fosforo, 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 brasilefia Amacoco y sus populares marcas Kero Coco y Trop
Coco, gue controlan la mayor parte de las ventas de esta bebida embotellada en Brasil.
Por su parte, Coca-Cola Co. adquirio 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 USD (CONACOCO, 2009).

El alto contenido de los acidos laurico y caprico contenidos en el endospermo fresco del
coco, con concentraciones mayores a la leche materna e implicados en el fortalecimiento
del sistema inmunolégico humano, le confiere otra caracteristica unica al aceite poco
conocido y utilizado de manera incipiente por la industria a niveles masivos, esta
impactando en el incremento acelerado del aceite virgen en el mercado (CONACOCO,
2011).






Capitulo !

1.1.3 Variedades del cocotero

La primera clasificacién sistematica del cocotero fue realizada por Narayana y John
(1949) con base en el habito de crecimiento, identificando dos variedades principales. Las
variedades con habito alto las cuales son principalmente alégamas, tardan
aproximadamente 5 afos en florecer y tienen frutos mas grandes en comparacién al
habito enano, variedades predominantemente autégamas y precoces, ya que comienzan

a producir desde 3 afios (Woodrof, 1970).

En cuanto a las presiones de seleccién ejercidas por la naturaleza y por los humanos
durante el proceso de domesticacion del cocotero, se conformaron dos grandes acervos
genéticos a nivel mundial: el tipo Niu kafa, con caracteristicas de fruto que constituyen el
sindrome silvestre en la especie y el tipo Niu Vai con caracteristicas de fruto que
constituyen el sindrome domesticado, las variedades representativas de ambos son el
Alto Oeste Africano (WAT) y Fnano N ° Amarillo (EMA). El sindrome silvestre
corresponde a frutos de form: ja alte ~ont 'do de mesocarpo, bajo
porcentaje de endospermo, germinacidn «wwad Yy heterogénea, caracteristicas que
permiten la dispersion natural a grandes distancias por flotacion y el establecimiento en la
linea de costa donde se presentan bajas presiones de competencia. E! sindrome
domesticado corresponde a frutos de forma redonda, con menor contenido de mesocarpo,
mayor porcentaje de endospermo, pi“~zipalmente endospermo liquido, germinacion
precoz y homogénea, caracteristicas que limita~ ~ impider - dispersion por flotacion,
haciéndolas dependientes del humano para su €_._>lecimiel 2s  ollo y reproduccién

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 caracteristicas similares al
tipo silvestre (Niu kafa) y en la costa del Pacifico presentan ca. .cteristicas similares al tipo
doméstico (Niu vai) (Zizumbo, 1996; Zizumbo y Pifiero, 1998; Zizumbo et a/., 2005a).
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1.1.5 Problematica del cocotero en México

México se encuentra entre los diez primeros productores a nivel mundial, detras de los
grandes productores asiaticos como Indonesia, Filipinas y la India (CONACOCO, 2012).
Desafortunadamente, la palma de cocotero estd sujeta al ataque de agentes que
producen diversas enfermedades y que afectan su produccion 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 problematica del cocotero en México se pude englobar en la baja productividad de las
plantaciones ya existentes y en la disminucion de la superficie del cultivo. Las principales
causas de estos problemas son: escasas practicas del cultivo, plantaciones viejas,
enfermedades y plagas. Entre las enfermedades, la mas destructiva es el Amarillamiento

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

En México, la mortalidad debida al Amarillamiento Letal se registrd en cinco ecotipos de
cocotero: Enano Malayo Amarillo, Alto del Atlantico, Alto del Pacifico 1, Alto del Pacifico 2,
Alto del Pacifico 3 (EMA, AA, AP1, AP2 Y AP3 respectivamente) representantes de la
diversidad de germoplasma que se cultiva en el pais. En base a esto, se realizé un
estudio para identificar germoplasma resistente ante el AL como una alternativa para el
control de dicha enfermedad, lograndose identificar ecotipos con un menor porcentaje de
mortalidad como son Enano Malayo Amarillo (EMA) vy los tres ecotipos Altos del Pacifico
(AP1, AP2 y AP3) con mediana y alta resistencia (figura 1.3) (Zizumbo et al., 2008).
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1.1.8 Métodos de caracterizacion molecular

Las técnicas de caracterizacién de plantas basadas en marcadores moleculares
determinan la identidad genética de cada individuo incluido en el estudio por medio de un
patrén de bandeo o “huella genémica’. La comparacion de estas huellas se pueden
utilizar en la evaluacion de diversos aspectos genéticos, tales como la diversidad y
estructura genética de las poblaciones, sus relaciones genéticas, la identificacion de
variedades, el mapeo genético, etc. (Laurentin, 2009; Valadez y Kahi, 2000). Las técnicas
de caracterizacion de plantas basadas en marcadores moleculares superan la principal
desventaja de las técnicas basadas en caracteres morfolégicos ya que identifican la
variacion a nivel de la molécula de ADN, la cual es independiente de la influencia
ambiental (Perera ef al., 1998; de Vicente y Fulton, 2003). Un marcador molecular es
simplemente un segmento de ADN con una ubicacién especifica en un cromosoma (punto
de referencia) cuya herencia puede seguirse en individuos de una poblacién. La
secuencia puede perter...er a regiones codificantes (genes) o sin funcién conocida
(Andersen y Libberstedt, 2003). Los marcadores moleculares son mucho mas numerosos
gue los marcadores morfolégicos, por o que su polimorfismo sobrepasa varias veces el
de ofras variantes genéticas, incluyendo las isoenzimas. Los marcadores moleculares
asociados genéticamente a una caracteristica especifica son de particular interés en
programas de mejoramiento debido a que permiten el rapido monitoreo de grandes
nimeros de plantas en una temprana edad del desarrollo. Esto facilita identificar
individuos que contengan el caracter de interés. Ademas son de gran ayuda en la
seleccién de los padres donantes para nuevos programas de mejoramiento y en la
introgresién de caracteres (Milach, 1998). Un marcador ideal debe ser: altamente
polimérfico o variable dentro y entre poblaciones, de herencia mendeliana no epistatica
(sin interaccién entre genes), insensible a los efectos ambientales, codominante (que
permita la identificacion de individuos heterécigos y homdécigos) de rapida identificacién y
simple analisis. Como se menciond anteriormente los marcadores de ADN se utilizan
fundamentalmente para ~' analisis 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 caracter dominante vy

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 elaboracion y ser multilocus, por tanto, se obtiene mayor informacién 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
heterécigos y por lo tanto la estimaciéon de estos se basa en presuponer que la poblacion
es de tamafio infinito y se encuentra en equilibrio Hardy-W ...1iberg (H-W) Este tipo de
marcadores incluyen a los RAPD (ADN Polimorfico amplificado al azar), AFLP
(Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados), y los ISSR (Secuencias
entre repeticiones simples 0 secuencia entre microsatélites) entre los mas 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 generacion, ademas no son transferibles directamente a otras
especies; sin embargo, la principal ventaja de utilizarlos es que permiten diferenciar
directamente los individuos heterécigos de los homécigos, 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 Isoenzimas, los RFLP
(Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion), los microsatélites o SSR
(Secuencias Simples Repetidas) y la secuenciacion de alelos entre otros, por lo que [a
seleccion del marcador molecular adecuado, dependera prim~~amente si son heredables,
codominantes o dominantes asi como la estabilidad ambiental, nimero de loci detectados,
la facilidad, la rapidez de los analisis y los costos de los mismos (Gepts, 1993; Zietkiewics
etal., 1994).






Capitulo |

1.1.8.3 Microsatélites o SSR (Secuencias Simples Repetidas)

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

Los microsatélites (SSR) son marcadores moleculares codominantes que presentan las
ventajas de ser heredables, identifican faciimente los individuos heterdcigos, son
altamente sensibles y reproducibles (Baudouin y Lebrun, 2002; Perera et al., 2008). Son
regiones de secuencias pequefias {(dos a diez pares de bases) repetidas, arregladas en
serie, las cuales se asume que estan distribuidas azarosamente por todo el ADN.
Generalmente consisten en dinucleétidos (AC), (figura 1.6), (AG),, (AT),; trinucledtidos
(TCT),, (TTG),; tetranucledtidos (TATG), donde n es el nimero de unidades repetidas
dentro de un locus de microsatélites. Ademas de estar en diferentes /oci, también pueden
ser poli-alélicos. Los (AT), son los mas abundantes en planta_ 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 amplificacién por PCR (van Belkum et al., 1998), usando
iniciadores especificos de 20 a 30 pb de longitud que hibridan en la regién que flanquea al
tandem de repeticiones (microsatélites). Estos marcadores se resuelven por electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, mediante tincion en plata o
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Cuadro 1.1 Nombre y secuencia de los marcadores microsatelitales especificos para cocotero
(Baudouin y Lebrun, 2002).

Nombre Secuencia (F= Forward, R= Reverse)
AAT CTA AAT CTA CGA AAG CA

) £
CnCirA3 o AAT AAT GTG AAA AAG CAA AG
cnciras F AATGTTTGT GTC TTT GTG CGT GTG T

R TCCTTATTT TTC TTC CCC TTC CTC
cncirms F GAG TGT GTG AGC CAG CAT

R ATT GTT CAC AGT CCT TCC A
cncirgiz F GCT CTTCAGTCT TTCTCA A

R CTG TAT GCC AAT TTT TCT A
cncircs P AGAAAG CTG AGA GGG AGA TT

R GTG GGG CAT GAA AAG TAA C
cncircy P ATAGCATAT GGT TTC CT

R TGC TCC AGC GTT CAT CTA

. F ATA CCA CAG GCT AAC AT

CnCirC12 o AAC CAG AGA CAT TTG AA
cncirgz  F TCG CTG ATG AAT GCT TGC T

R GGG GCT GAG GGA TAA ACC
cncirgt0 FTGG GGT TCC ATT TCT TCT CTC ATC

R GCT CTT TAG GGT TCG CTT TCT TA
cncirE1a F TCACGC AAA AGA TAA AAC C

R ATG GAG ATG GAA AGA AAG G
cncirra  F GGTCTCCTC TCC CTC CTT ATC TA

R CGA CGA CCC AAA ACT GAA CAC
cncirG1q FAAT ATC TCC AAA AAT CAT CGA AAG

R TCATCC CAC ACC CTC CTC T
cncirna F TTAGAT CTC CTC CCAAAG

R ATC GAA AGA ACA GTC ACG
cncirn7 F GAG ATG GCA TAA CAC CTA

R TGC TGA AGC AAA AGA GTA

1.1.8.4 Estudios en cocotero empleando microsatélites

Hasta el momento para Cocos nucifera se ha desarrollado una metodologia de
microsatélites que requiere el uso especifico de muestras d "noja (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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1.1.9.5 Tarjetas FTA®

Las tarjetas FTA® (Flinders Technology Associates) estan disefiadas para la coleccién,
almacenaje y posterior purificacion del ADN. Dichas tarjetas estan constituidas de un
papel filtro impregnado con una férmula quimica patentada por la casa fabricante (figura
1.8A y B). La formula estad disefiada para producir lisis de las membranas celulares y
desnaturalizacién de las proteinas y de las enzimas con capa.._ad para desnaturalizar los
acidos 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 contaminacion
(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 coleccion y transporte de las muestras.

2. Los acidos nucleicos capturados estan listos para posteriores aplicaciones en menos
de 30 minutos.

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

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

5. Alta sensibilidad en la deteccion de polimorfismos de ADN via PCR, dado que el ADN
que contiene la tarjeta esta libre de compuestos como proteinas, DNAasas y sustancias
tampon utilizadas en los procesos convencionales de extracciéon y que pueden afectar
la calidad del ADN.

6. Rapida purificacion de la muestra.
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Su ventaja principal de los secuenciadores es que el procesc _ 3 automatiza todavia mas,
siendo por ello muy cémodos. Basta colocar las reacciones de secuenciacion en la placa
y la maquina se encarga del resto. Ademas son mucho mas rapidos y el operario no tiene
que manipular directamente la acrilamida (no hay que preparar gel). Otras ventajas son:
rapidez en el analisis de cada muestra, dado el pequefio diametro de los capilares; el
consumo de muestras y reactivos son menores; incorpora los principios de la
automatizacion a través de un software altamente optimizado y se reduce el manejo de

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

De igual manera estos secuenciadores automaticos permiten el empleo de diferentes
flourocromos para el marcaje de los iniciadores, lo que permite la deteccion por emisién
de fluorescencia, al mismo tiempo, de varios productos de PCR, es decir de varios
marcadores. Esto ha hecho que se generalicen las reacciones de amplificacion multiplex
(Hayden et al., 2008) para lo cual se requiere la optimizacién de las condiciones de PCR,
seleccionando iniciadores que no interaccionen entre si, con similar temperatura de unién

y con alelos en diferentes rangos de tamario (Picé y Esteras, 2012).

1.1.10.1 Sistema para analisis genético CEQ™ 8800.

Para llevar a cabo los analisis se empleé primeramente el secuenciador ABI| Prism 310,
pero debido a que se presentaron problemas técnicos con dicho secuenciador se recurrié
al secuenciador CEQ™ 8800 de Beckman Coulter ubicado en el laboratorio de
Marcadores Moleculares y Gendmica Funcional del CICY, lo cual implico: conseguir la

disposicion del material y equipo asi como marcar los iniciadores con una quimica distinta.

Este sistema de electroforesis capilar ofrece un nuevo nivel de capacidades en las tareas
de analisis genético en comparacién 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 . 2nfocan mas rapidamente
en la linea 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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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 construccién de mapas de ligamiento
(Lebrun et al., 2001).

Hasta el momento para Cocos nucifera se ha desarrollado una metodologia de SSR que
requiere el uso especifico de muestras de tejido de hoja (Bauaouin 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 reducirian al emplear el tronco
para la obtencién de ADN, ya que las ventajas que presenta son: no hay que subir a la

copa, sin riesgo de accidentes, la colecta es mas facil, es menos costoso y es rapido.

Por lo anterior, en este capitulo se evaluaron comparativamente tres protocolos para la
obtencion de ADN tanto de hoja como de tronco. Los protocolos que se probaron fueron:
Silica (Echeverria- Machado, lleana et al., 2005), CTAB (Doyle y Doyle, 1990) y el Kit de
ChargeSwitch® (Invitrogen). Se evalud su eficiencia para elegir el protocolo mas
adecuado para la obtencién de ADN y contestar si es conveniente el uso del tejido de
tronco como fuente de tejido para la obtencién de muestras para analisis genético con

microsatélites.
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2.2.2.1 Protocolo del Kit ChargeSwitch®

Para la extraccién del ADN se sigui6 el protocolo del Kit de ChargeSwitch® (Invitrogen). El
método de extraccion consistié en macerar 100 mg del tejido vegetal con nitrégeno liquido
usando mortero y pistilo; el tejido pulverizado se colocd en un tubo de 2 mi el cual se
congeld en nitrbgeno para evitar que se fenolice la muestra. Posteriormente se afiadi6 1
ml de buffer de lisis, 2 ul de RNAasa y 100 u! de SDS al 10% y se mezclé suavemente por
inversion (las muestras fueron incubadas a temperatura mbiente por 5 minutos).
Después se afadié6 400 ul de buffer de precipitacién (se mezcldé por inversion 10
segundos) y se centrifugdé a 14,000 rpm por 7 minutos a 20°C y se transfirio el
sobrenadante aproximadamente 1.2 ml a un nuevo tubo y se le afadié6 100 pl de
detergente (D1) al 10% y 40 pl de perlas magnéticas (figura 2.1C). Se mezclé suavemente
por pipeteo, 5 veces. Se incubd a temperatura ambiente por 1 minuto y se colocaron los
tubos en el MagnaRack™ (figura 2.1A) hasta que las perlas formaron un conjunto
comprimido y el sobrenadante quedd claro. Sin remover los tubos del magneto,
cuidadosamente se aspir6 y descarté 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 procedié al lavado del
ADN, se removieron los tubos del magneto, se afadié 1 ml de buffer de lavado y se
mezclo suavemente por pipeteo, 5 veces. Se colocaron los tubos en el magneto hasta que
las perlas formaron un conjunto comprimido y el sobrenadante quedd claro (figura 2.1B).
Sin remover los tubos del magneto, cuidadosamente <& aspir6 y descartd el
sobrenadante. Se removieron los tubos del magneto y se repitid el lavado. Por dltimo se
procedio a eluir el ADN, afiadiendo 25 pl de buffer de elucién y se mezclé suavemente por
pipeteo. Se colocaron los tubos en el magneto hasta que las perlas formaron un conjunto
comprimido y el sobrenadante queddé claro, sin remover los tubos del magneto,
cuidadosamente se transfirio el sobrenadante que contiene el ADN a nuevos tubos. Por

ultimo se repitié el paso de elucion.
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ne dilizA 4 L0 ds ADN v nara las muestras del tejido tronce -2 usé 2 pl de ADN) vy los

gua estéril para alcanzar el volume

multiplex, por lo que en cada rea on dos juegos
N iniciadores que amplificaran prouucive ue wnafo diferente
»aracién de los mismos al realizar la electroforesis capilar. Las
conaiciones ae ampimcacion utilizadas fueron: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a
94°C; 35 ciclos de: desnaturalizaciéon a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 51°C por 1

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

Cuadro 2.1 Secuencia de los iniciadores que seran empleados en la
mezcla de reaccion para PCR (Baudouin y Lebrun, 2002).

Iniciadores | Secuencias ( F:Forward, R:Reverse)
A3F \ATCTAAATCTACGAAAGCA
A3R AATAATGTGAAAAAGCAAAG
B12F SCTCTTCAGTCTTTCTCAA
B12R CHTATGCCAATTTTTCTA
C7F ATAGCATATGGTTTTCCT
C7R 1GGCTCCAGCGTTCATCTA
H4F TTAGATCTCCTCCCAAAG
H4R A1UCGAAAGAACAGTCACG
E12F FTCACGCAAAAGATAAAACC
E12R A1 GGAGATGGAAAGAAAGG
F2F SGTCTCCTCTCCCTCCTTATCTA
F2R C(:ACGACCCAAAACTGAACAC
A9F \ATGTTTGTGTCTTTGTGCGTGTGT
A9R I TGCTTATTTTTCTTCCCCTTCCTCA
E10F ITGGGTTCCATTTCTTCTCTCATC

E10R | oL ICTTTAGGGTTCGCTTTCTTAG

En el cuadro 2.2 se reportan el nombre y tamafio de alelos 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 standares para determinar

el tamafio de los alelos.
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2.2.6 Obtencion de datos

Una vez finalizada la corrida en el secuenciador, los datos crudos obtenidos como
resultado de la deteccién de los fragmentos amplificados son importados al programa
GeneMarker™ y se procedié 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 Analisis genéticos utilizando datos moleculares

2.2.7.1 Analisis de relaciones genéticas

Los analisis de relaciones genéticas entre poblaciones se realizaron con ayuda del
programa bioinformatico POPGENE 32 v1.32 (Yeh et al., .999), 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 poblaciéon) y las matrices de datos se procesaron en Excel
2007. El despliegue gréafico 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 Silica. Se utilizé esta variedad como control
debido a que ya esta caracterizada y se conoce el tamafio de los fragmentos esperados,
de igual manera permite saber si él protocolo que se esta siguiendo es adecuado.
También se emplearon cuatro muestras de tronco provi entes de San Crisanto,
Sinanché, Yucatan con las siguientes claves: GA-13, G4-171, G4-156 y G2-117 siendo
éstas de la variedad Alto del Pacifico, de las cuales se extrajo ADN con el Kit de
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Cuadro 2.5 Individuos y tamafio de alelos obtenidos con 8 iniciadores en dos poblaciones de

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

Individuc

B12 c7 H4 E12 F2 A9 E10

(228-248) (135-189) (157-181) (218-236) (162-174) (191-215) (89-105) (226-246)
HOJA
WAT 1 230-230 160-160 167-169  230-230 174-174 195195  97-97  244-244
WAT 2 230-236  151-160 161-169  218-230 162-174  195-203  95-97  226-244
WAT 3 230-236  149-160 161-169 218-230 162-174  195-207  95-97  226-244
WAT 4 160-160  167-169  230-230 174-174 195-195  95-905  244-244
WAT 5 cuv-eww  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
EMA 2 243-243  164-164 163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
EMA 3 243-243 164-164  163-163  230-230 162-162 207-207 89-89  238-238
EMA 4 243-243  164-164  163-163  230-230 162-162 207 °07  89-89  238-238
EMA 5 243-243  164-164 163-163  230-230 162-162 2(. _07 89-89  238-238

TRONCO

WAT 1 230-230 160-160  167-169 230-230 174-174 195-195  97-97  244-244
WAT 2 230-230 151-160 161-169  218-230 162-174 195-203  95-97  226-244
WAT 3 230-236  149-160 161-169 218-230 162-174 195-207  95-97  226-244
WAT 4 230-230 160-160  165-169  230-230 174-174 195-195  95-95  244-244
WAT 5 230-230 160-160  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
EMA 2 243-243  164-164 163-163 230-230 162-162 207-207  838-89  238-238
EMA 3 243-243 164-164  163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
EMA 4 243-243  164-164  163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
EMAS 243-243 164-164  163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
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con 8 iniciadores para las

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

Codigo 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)

ALTOS
CIRAD-1009 MXPT_C1 230-240 135-173 163-181 226-230 164-174 195-205 103-103 238-238
CIRAD-1010 MXPT_C1 240-240 159-177 157-181 226-230 164-164 201-205 103-103 238-238
CIRAD-1011 MXPT_C1 234-240 159-177  157-181 226-230 164-164 201-205 103-103 238-238
CIRAD-367 MXPT_C1 234-240 159-159 157-165 230-230 164-164 203-203 89-103 238-238
CIRAD-368 MXPT_C1 240-240 135-177 163-165 218-230 164-166 203-203 89-103  238-238
CIRAD-1036 MXPT_G1 234-240 173-181 157-163 218-226 164-166 205-205 89-103 238-238
CIRAD-1037 MXPT_G1 234-240 173-173  157-157  218-218 164-166 199-199  89-103  238-238
CIRAD-1038 MXPT_G1 234-234 135-181 161-163 226-230 164-166 203-203 103-103 238-244
CIRAD-997 MXPT_G1 234-240 159-173  157-157  218-226  166-166 203-203  97-97  240-240
CIRAD-998 MXPT_G1 234-240 173-181 157-163 218-226 164-166 205-205 89-103  238-238
CIRAD-362 MXPT_M1 232-240 135-135 157-157 230-230 166-166  195-195 93-103  244-244
CIRAD-363 MXPT_M1 234-234 135-135 181-163 230-230 164-166 205-205 89-103  238-244
CIRAD-364 MXPT_M1 234-234 135-135 157-157 230-230 164-164 195-203  93-97  238-244
CIRAD-365 MXPT_M1 234-240 179-179 157-157  226-226  166-1¢ 203-205 93-103  232-238
CIRAD-366 MXPT_M1 234-234 135-173 157-163 218-230 166-166 195-205 89-89  232-238
CIRAD-1003 MXAT 228-228 163-163  159-161  230-230 174-174  193-183 97-103  232-244
CIRAD-1005 MXAT 228-228 163-163  165-167  230-230 174-174 193-193  97-99  232-244
CIRAD-1006 MXAT 228-228 159-159 161-167 230-230 174-174 193-203  89-89  238-238
CIRAD-1007 MXAT 228-228 159-163  167-167  230-230 174-174  193-193  89-103  244-244
CIRAD-372 MXAT 228-228 159-163  159-167  230-230 174-174  193-193  89-103 232-238
WAT 1 230-230 160-160 167-168  230-230 174-174 195-195  97-97  244-244
WAT 2 230-236  151-160 161-169 218-230 162-174  195-203  95-97  226-244
WAT 3 230-236  149-160 161-169 218-230 162-174 195-207  95-97  226-244
WAT 4 230-230 160-160 167-169  230-230 174-174 195-195 9595  244-244
WAT 5 230-230 160-160 187-169 230-230 174-174 195-195  956-97  244-244

ENANOS
CIRAD41 MYD 240-240 169-168  161-161 230-230 164-164 205-205 89-89  238-238
CIRAD-91 MYDO02 240-240 169-169 181-161  230-230 164-164 205-205 89-89  238-238
EMA 1 243-243  164-164 163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
EMA 2 243-243 164-164 163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
EMA 3 243-243  164-164  163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
EMA 4 243-243 164-164  163-163  230-230  162-1¢ 207-207  89-89  238-238
EMA 5 243-243  164-164 163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
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Distancia genética

Figura 2.12 Dendograma de andlisis de poblaciones basado en las distancias genéticas de Nei et
al., (1978) y el método de agrupamientc 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 _ ertenecientes a la base de
datos CIRAD.
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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 fos otros dos protocolos empleados, es que permite
extraer de forma rapida ADN mas limpio y con menos cantidad de tejido (0.1 gr) (Manual

de invitrogen, 2006).

Una vez seleccionado el protocolo adecuado para la extraccion de tejido de tronco, el
siguiente paso fue realizar la cuantificacion 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 amplificacién
por PCR con cebadores largos, especificos de cada locus, y. jue el tejido que se utiliza
no necesita ser de mucha calidad, e incluso ADN en estado avanzado de degradacién es
suficiente para ser analizado (Pico et al., 2012). Por lo tanto los datos obtenidos en la
cuantificacién son importantes para conocer la concentracion de ADN obtenido y poder

adecuarla para los analisis con microsatélites.

En base a los resultados anteriores se realizé6 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 Pacifico. En la
prueba se observé una buena amplificacion de las muestras con los iniciadores A3 y B12,
por lo que se realizo la electroforesis capilar y posteriormente se analizaron los resultados
con el programa GeneMarker (figura 2.4). Como resuitado de esta prueba preliminar se
logrd observar en los electroferogramas fragmentos esperados para las cinco muestras de
la variedad WAT (tejido de hoja) y para las muestras de tronco extraido con el Kit también
se observaron fragmentos dentro del rango esperado en ambos iniciadores, a pesar de no
conocer los tamafos de fragmentos esperados ya que fuel..i muestras desconocidas.
Esta primera prueba demostrd que el método de extraccidén es adecuado para el tejido de

tronco y que podria ser Util para la caracterizacion genética con microsatélites.

Es por ello que se llevo a cabo los analisis con microsatélites con las muestras empleadas
en este estudio WAT y EMA; es importante mencionar que estas variedades ya estan
caracterizadas y se emplean cominmente como muestras estandares para determinar el
tamafno del alelo, debido a que son las poblaciones mas contrastantes morfologica y
genéticamente (Baudouin y Lebrun 2002; Lebrun et al., 2005). Para estos estudios se
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WAT y EMA (tejido de tronco) con las cinco variedade- de México mencionadas
anteriormente, el dendograma que se obtuvo fue similar al realizado con tejido de hoja
(figura 2.12).

De igual manera se realiz6 un analisis de costos (Anexos |} en el que se muestra los
métodos de extraccién empleados en este estudio para la obtencion de ADN de hoja y
tronco; los cuales fueron: Silica, CTAB y el Kit de ChargeSwitch, también se observa un
cuarto método para la extraccién de tronco usando solamente agua y el empleo de las
tarjetas FTA como un método adicional para la colecta, conservacion y extraccion de
ADN. En el analisis podemos observar el costo de extraccion de ADN por una muestra
empleando los diferentes protocolos. Con el kit y con las tarjetas se obtuvo buenos
resultados para la extraccion de ADN de tronco el cual es de interés para este trabajo,
aunque el kit es relativamente mas costoso en comparacién con Silica y CTAB, es
importante mencionar que estos dos ultimos no dieron buenos resultados en la extraccién
de ADN de tronco para analisis con microsatélites. Con respecto al agua, es el protocolo
mas econdémico y que ademas 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 FTA.

v
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necesita almacenar en refrigeradores o congeladores de 4°C a -20°C. Ademas los
equipos especializados, tales como centrifugas, liofilizadores, campana extractora de
humos y de productos quimicos peligrosos son obligatorios. Todos estos requisitos
contribuyen en gran medida al gasto global que puede ser bastante limitante para llevar a
cabo la extraccion de una muestra en laboratorios en ises en desarrollo. Mas
importante aun, estos métodos se han convertido en un gran desafio al manejar un gran
numero de muestras, las cuales han de ser obtenidas en campo, que comunmente se

encuentra en una zona remota del laboratorio (Mbogori et al., 2006).

Una alternativa para estos problemas podria ser el uso de tarjetas FTA® (Flinders
Technology Associates) como un medio de colecta, transporte y conservaciéon del ADN.
Las tarjetas estan disefiadas para la coleccién, almacenaje y posterior purificacién del
ADN de una manera facil y rapida ya que los acidos nucleicos capturados estan listos
para posteriores aplicaciones en menos de 30 minutos (Manual Whatman FTA®
protocols, 2002).

En este capitulo se utilizaron las tarjetas FTA para el almacenamiento y extraccion de
ADN de tronco de cocotero para posteriores analisis con SSR, para esto fue importante
llevar a cabo un protocolo bien establecido para un eficientr 1iso de las tarjetas. Hasta
ahora en las pruebas realizadas se ha empleado la elucién; pero cabe mencionar que el
fabricante propone la utilizacién directa (sin eluir) de las tarjetas, sin embargo en el
laboratorio de cocotero se ha utilizado la elucién y los resultados han sido buenos (datos
no publicados). Por lo que en este capitulo se evaluaron diferentes formas de aplicar el
ADN de tronco en las tarjetas y se probaron diferentes tratamientos de elucion, esto con la
finalidad de obtener el mejor método para la conservacion y extraccion de ADN de tronco

aplicado en tarjetas FTA.
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Para los incisos b y ¢ 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 pl 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 mas extracto, después se esper6 a que seque bien y de nuevo
se aplico otro volumen de 50 pl, se repitié la operacién hasta obtener un volumen total de
150 pl. Una vez aplicados los extractos y con las tarjetas ya secas, se tomaron dos discos
de cada area de las diferentes pruebas y se prosiguio a realizar el protocolo de las tarjetas
FTA. Posteriormente para saber si se obtuvo ADN se realizé PCR tiempo real de la
elucién obtenida de las tarjetas empleado la sonda 18s.

3.2.2.1 Protocolo de tarjetas FTA

Para la extraccion de ADN se empleo el kit Whatman FTA ® Plant Kit pk/ 1. Se prepararon
tubos de PCR o de 500 pl, claramente rotulados. Se colocé por debajo de las tarjetas la
alfombrilla protectora (asegura cortes de muestra limpios y prolonga la vida de la punta de
corte) y se procedié a la obtencién del disco utilizando la perforadora Micro Harris® de 2
mm (recomendada para la perforacién precisa de las tarjetas FTA sin contaminacion
cruzada cuando se utilizan los procedimientos recomendados), se tomé el disco de la
parte central del perimetro que abarca la muestra (si se cnnsidera necesario se pude
limpiar la perforadora con etanol al 70% entre cada muestra). Se agregé a los tubos que
contiene los discos 200 pi del Reactivo de Purificacion FTA. Después invertir el tubo dos
veces e incubar de 4-5 minutos a temperatura ambiente (para algunos casos el volumen
de reactivo de purificacién cambia segun el nimero de Aiscos a utilizar por ejemplo, el
volumen que se utilizé de reactivo fue de 100 pl para tubos con dos discos y para tubos
con un disco, se utilizé 50 pl). Pipetear el reactivo de purificacion FTA de arriba a abajo
dos veces. Para asegurase de no perder ningun disco, con una pipeta se removié la
mayor cantidad de reactivo y se eliminé. Se repitioé este lavado. Posteriormente se agregé
200 ! de buffer TE 0.1 (10 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 segun el nimero de discos a utilizar por ejemplo, el volumen que se
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para lograr una buena separacion de los mismos al realizar la electroforesis capilar. Las
condiciones de amplificacién utilizadas fueron: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a
94°C,; 35 ciclos de: desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 51°C por 1

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

3.2.5 Electroforesis capilar

Previo a colocar las muestras en el secuenciador CEQ™ 8800, se realizé6 una mezcla de
reaccién la cual contiene por muestra: 25 ul de SLS (Sample Loading Solution-formamida)
y 0.25 pl de DNA Size Standard Kit-400 (ROX), este Gltimo es importante darle un vortex
aproximadamente durante un minuto para asegurar su total homogenizacion. Teniendo la
mezcla preparada, se dosifica en una placa de 96 pozos (°% 25 ul en cada pozo) por
ltimo se adicion6 4 pl del producto de PCR de las muestras y finalmente se colocd la

placa en el secuenciador.

3.2.6 Obtencion de datos

Una vez finalizada la corrida en el secuenciador, los datos crudos obtenidos como
resultado de la deteccién de los fragmentos amplificados son importados al programa
GeneMarker™ y se procedié a verificar visualmente los resultados arrojados en los
electroferogramas. Por ultimo se realizaron los analisis genéticos utilizando los datos

moleculares obtenidos.

3.2.7 Cuantificacion de ADN de discos eluidos

Como se menciono anteriormente se evaluaron tres diferentes métodos de aplicacién 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 cuantificacion, para esto se emplearon dos discos de cada
prueba eluidos en 30 pl de agua ultrapura, de los cuales se empleo 2 pl para llevar a cabo
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los lavados como lo indica el protocolo de las tarjetas FTA. Finalmente se eluyeron los
discos en 30 pl de agua ultrapura a 94°C por 5 minutos y se realiz6 PCR- tiempo real con

la sonda 18s empleando los discos como la elucion.

3.2.10 Evaluacion comparativa de dos tratamientos de elucion con PCR

convencional y PCR tiempo real

Para llevar a cabo esta prueba primero se pesé 1.5 g de tejido (tronco) y se coloco en un
tubo falcon, después se le agregd 3 ml de agua ultrapura cc.. 3 pl de antioxidante y se
dejé reposar 10 minutos. Después, se pusieron nueve discos limpios en tubos, de tal
manera que cada disco este en un tubo. Se anadié 60 ul de extracto directo a cada tubo y
se dejo reposar por 5 minutos, después se retir6 el extracto y los discos se secaron a
56°C por 20 minutos. Una vez secos los discos se realizaron los Javados como lo indica el
protocolo de las tarjetas FTA. Posteriormente seis discos se emplearon para probar los
diferentes tratamientos de elucién y los otros tres discos se utilizaron directo (sin eluir)

para PCR convencional. Los tratamientos de elucién fueron los siguientes:

Tratamiento I: 30 pl de agua, a 95°C por 30 minutos, vortex y centrifugar.
Tratamiento 1I: 30 pl de agua a 94°C por 5 minutos.

Después, la elucion se empleé 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 utilizé 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 agregé 100 pl de agua ultrapura a cada disco, se les dio un vortex suave
durante un minuto, posteriormente se retird el agua y se eliminé. Este procedimiento se
repiti® 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 Gltimo

se corrieron geles para observar las bandas que se obtenian por cada lavado.
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3.3.5 PCR- tiempo real empleando discos y elucion

Esta prueba se realizdé para saber si tanto en los discos co.... el a elucién se obtiene
ADN, ya que el fabricante propone la utilizacion directa de las tarjetas. Los resultados se

presentan a continuacion

Muestras CT Amplficaton
1 N/A 500

2 21.80

3 N/A 40

4 21.69

5 1976 |

6 2425 |§ 4!

7 24.87 .j

8 25.26 100 -

9 24 .46 '

10 23.55 0- ]
Control + 17.08 j
Control + 17.07 0 s om0 15 oW 0’ W%
Control - 30.99 Orcles

Figura 3.5 Valores de CT obtenidos y cinética de la reaccion de PCR tiempo real.

Muestras del 1 al 5: discos eluidos. Muestras de la 6 a la 10: elucién. N/A: no amplifico.

Los valores de CT obtenidos al emplear los discos indican que se queda adherido ADN
después de la elucién. Pero observamos que al realizar PCR tiempo real empleando los
discos algunas de las muestras no amplifican y esto podria ser debido a que la que la luz
emitida por el equipo interfiere con los discos y no permite que se emita fluorescencia. Lo
contrario sucede cuando se utiliza solamente la elucion ya que no presenta ningun

problema para su amplificacion.
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Se pude observar en los geles de agarosa (figura 3.6 y 3.7) que se obtuvo amplificacién
en todas las muestras. Al emplear los discos directos (sir luir) como lo propone el
fabricante asi como para los dos tipos de eluciones (I y Il) se observan bandas definidas
utilizando los discos eluidos (muestras de la 4 al 9) como utilizando solamente las

eluciones (figura 3.7).

B) PCR tiempo real

De igual manera se realiz6 PCR tiempo real solamente de las eluciones, empleando la
sonda 18s, los valores de CT que se obtuvieron con los dos tratamientos de elucién son
similares, estos resultados indican que cualquiera de las dos eluciones se pueden utilizar

para la obtencién de ADN.

Muestras CT " Ampacaxion ;
4 22.35
5 19.86 £
6 20.°7
p.5)
7 20.31
8 20.64 ‘0
9 20.54 |
Control + 16.19 { J
Control - 32.66 | 0 oo, T e

Tratamiento I: 30 pl de agua, a 95°  or 30 minutos, vortex y centrifugar.
Tratamiento lI: 30 pl de agua a 94°C por & minutos,

Figura 3.8 Valores de CT obtenidos y cinética de la reaccion de PCR tiempo real. Muestras 4 a la
6: elucidn (tratamiento |). Muestras 7 a la 9: elucion (tratamiento ll). Control positivo y control

negativo.
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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
encontrd valores diferentes para las muestras WAT en todow .0s iniciadores empleados,
de manera similar que en las muestras EMA donde se encontraron valores diferentes en
los iniciadores B12 y F2 al comprar los resultados obtenidos con las tarjetas y el Kit de
ChargeSwitch (cuadro 3.7). Las diferencias van de 2 a 10 pares de bases, posiblemente
debido a los diferentes protocolos empleados para la extracciéon de las muestras. De igual
manera se observa que las muestras WAT2 y EMA4 extraidas con tarjetas FTA no se

obtuvieron resultados con los iniciadores A3, H4 y F2.

Cuadro 3.7 Individuos y tamafio de alelos obtenidos con 8 iniciadores en dos poblaciones de
cocotero (WAT y EMA) para ambas variedades se empleo el tejido de tronco extraido con tarjetas
FTA y el Kit de ChargeSwitch.

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)
TRONCO FTA
WAT 1 228-244  160-160 167-169  230-230 174-174 195  98-98  244-244
WAT 2 160-160  169-169 174-174  195-195  98-98  244-244

WAT 3 230-230 160-160 167-167 230-230 162-174 195-195  95-97  244-244
WAT 4 230-236  160-160 161-167 230-230 162-174  195-201 95-97  244-244
WAT 5 230-230 160-160 165-167 230-230 162-174  195-201 95-97  244-244

EMA 1 243-243  164-164 163-163 230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
EMA 2 243-243  164-164  163-163  230-230 162-162 197-197  89-89  238-238
EMA 3 243-243  164-164  163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
EMA 4 243-243  168-168  163-163  230-230  162-162 89-89  238-238
EMA 5 243-243  164-164  163-163 230230 162-162 207-207  89-89  238-238
TRONCO KIT
WAT 1 230-230 160-160 167-169 230-230 174-174 195-195  97-97  244-244
WAT 2 230-230 151-160  161-169 218-230 162-174 195-203  95-97  226-244
WAT 3 230-236  149-160 161-169 218230 162-174 195-207  95-97  226-244
WAT 4 230-230  160-160 165-169 230-230 174-174 195-195  95-95  244-244
WAT 5 230-230 160-160  165-169 230-230 174-174 195-195  95-97  244-244
EMA 1 243-243  164-164  163-163 230230 162-162 207-207  89-89 238238
EMA 2 243243  164-164  163-163 230230 162-162 207-207 89-89 238238
EMA 3 243243 164-164  163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238
EMA 4 243-243  164-164  163-163  230-230 162-162 207-207  89-89  238-238

EMA 5 243-243  164-164  163-163  230-230 162-162 207-207 89-89  238-238

A
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3.4 DISCUSION

Para la tecnologia FTA, la aplicacion de muestra de la planta es el paso con mayor
limitacion, ya que requiere mucho trabajo cuando se aplica la muestra por presién en la
tarjeta; por ejemplo para algunos cultivos como el maiz 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 critico 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 decidi®é emplear el extracto en agua ultrapura, debido a que se busca
mejorar e implementar un protocolo de extraccion de ADN mas rapido, ademas que sea

aplicable a condiciones de campo y con los procedimientos mas sencillos.

Los resultados obtenidos en la cuantificacién indicaban aparenteamente que el ADN de las
muestras no tenia la calidad y pureza para analisis con microsatélites, sin embargo se
reporta que las ventajas que ofrecen los microsatélites se deben, en parte, al empleo de
amplificacion por PCR con cebadores largos, especificos de cada locus, ya que el tejido
que se utiliza no necesita ser de mucha calidad, e incluso ADN en estado avanzado de
degradacion es suficiente para ser analizado (Picé et al., 2012), por lo que se realizd una
prueba preliminar con microsatélites, para esto se llevo a cabo una amplificacién 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 articulos se reportan geles obtenidos de
tarjetas pero realizando una amplificacion previa (Manual Whatman FTA® Elute 2006;
Burgos et al,, 2007) ademas se reporta que el material genético extraido se encuentra
atrapado en el mismo soporte por 10 que no pude ser revelado directamente mediante
electroforesis en gel de agarosa; previamente debe ser amplificada la muestra por PCR
(Zurita, 2008). 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 alelos tanto para las muestras extraidas con el Kit y con las tarjetas FTA (figura
3.4). Los resultados presentados hasta el momento nos permiten ver un potencial para el

uso de las tarjetas FTA para la extraccién de muestras de ADN obtenidas de tronco,
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posiblemente se debié a los diferentes métodos de extraccién 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 exiracto de tronco aplicado en tarjetas para analisis genéticos y con el cual se
obtuvo buenos resultados con la mayoria 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 tejido en campo y
su posterior extraccién de ADN, ademas de que se obtuvo buenos resultados con los
analisis genéticos con microsatélites al ser comparadas con muestras extraidas con el kit.
De igual manera la conservacion y transporte de muestras de un pais a otro, es dificil
debido a requisitos fitosanitarios los cuales a veces son dificiles de obtener. En cuanto a
la conservaciédn los viajes de colecta suelen largos y hacen dificil la conservacion de las
muestras, por lo que al emplear las tarjetas FTA estos problemas se reducirian, ademas
se tendria 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 mas
cuando se trata de analisis tan sensibles como los microsatélites. Los resuitados
obtenidos sugieren que las tarjetas FTA son adecuadas como medio para la colecta,

transporte y conservacion de ADN de cocotero.
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Es importante mencionar que para el cocotero se utiliza una metodologia de SSR que
requiere el uso especifico 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 pais a otro, una labor dificil debido a requerimientos
fitosanitarios. Por lo que en el presente trabajo primeramente se evalué la posibilidad del
uso de la base de tronco de cocotero como fuente de tejido para la obtencion de muestras
de ADN para andlisis con microsatélites. En los resultados obtenidos se observd 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 tejido, de igual manera
esto ocurrié con la variedad EMA (Enano Malayo Amarillo) tanto al emplear tejido de hoja

como de tronco estos formaron un solo grupo.

También se evalud el uso de tarjetas FTA (Flinders Technology Associates) como medio
de colecta, transporte y conservacion de ADN de cocotero para su posterior uso en
estudios con SSR. En los resultados se observé el agrupamiento de las muestras de la
variedad WAT (Alto Oeste Africano) extraidas 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 extracciéon de ADN, ademas de que se
obtuvo buenos resultados con los analisis con microsatélites al ser comparadas con

muestras extraidas con el kit.

Los resultados del presente estudio muestran que el tejido de tronco de cocotero es una
fuente adecuada de ADN para analisis con marcadores moleculares microsatelitales. Esto
nos permite entonces aprovechar las ventajas de colectar muestras de tronco en
comparacion 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 aiguien por
realizar esta labor que puede costar 200 pesos por muestra (costo en Panama), (c) no
hay riesgo de accidentes, y (d) la colecta es mucho mas rapida. Una dificultad que podria
encontrase al tomar muestras de tronco es que los duefios de las plantas no estuvieran

de acuerdo en hacer perforaciones. Sin embargo, de acuerdo a la experiencia del grupo
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4.2 CONCLUSIONES GENERALES

1. Los tejidos de tronco de palmas pueden servir como fuente de ADN para la

caracterizacion 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 mas conveniente desde el punto de

vista practico.

3. ElI ADN de tronco de palmas al ser conservado y transportado en tarjetas FTA puede

ser util 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
comunmente como estandares para determinar el tamafio ue alelos obtenidos, por lo
tanto en estudios sucesivos se propone la posibilidad de evaluar un mayor nimero de
muestras y de esta manera poder identificar individuos y poblaciones que puedan ser

Utiles en programas de mejoramiento genético.

El empleo de tarjetas FTA como medio para la conservaciéon y transporte de ADN de
tronco de cocotero permitira una colecta mas facil, rapida y menos costosa util para traer
numerosas muestras de cualquier parte del mundo. Esto evitara limitaciones por
restricciones fitosanitarias y el ADN obtenido sera util para analisis genéticos y de otros
tipos como la deteccién por medio del ADN de patégenos como Mindus crudus, el cual es

causante del amarillamiento letal.






Capitulo IV

Perera, L., Ruseell, J., Provan, J. y Powell, W. (2001).Levels and distributions of genetic
diversity of coconut (Cocos nucifera L., var. Typica form typica) from Sri Lanka

assessed by microsatellite markers. Euphytica, 122(2),3.  -389.

Perera, L., Russell, J., Provan, J. y Powell, W. (2003). Studying genetic relationships
among coconut varieties/populations using microsatellite markers. Euphytica 132,
121-128.

Rajesh, M., Nagarajan, P., Jerard, B., Arunachalam V. y Dhanapal, R. (2008).
Microsatellite variability of coconut accessions (Cocos nucifera L.) from Andaman
and Nicobar Islands. Current Science 94(12), 1627-1631

Rivera, R., Edwards, K., Barker, J.H., Arnold, G.M., Ayad, G., Hodgkin, T. y Karp, A.
(1999). Isolation and characterization of polymorphic microsatellites in Cocos
nucifera L. Genome, 42, 668-675.

Teulat, B .; Aldam, C .; Trehin, R .; Lebrun, P .; Barrer, J . H. A.; Amod, G. M.; Karp, A_;
Baudouin, L.; Rognon, F. (2000). An analysis of genetic diversity in coconut
(Cocos nucifera L .) populations across the geographic range using Sequence-
Tagged Microsatellites (SSRs) and AFLPs . Theor Appl Genet 100: 764-771.









