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RESUMEN 

La selección de germoplasma de cocotero resistente a 

patógenos como el fitoplasma que causa la enfermedad del 

amarillamiento letal (AL), es una prioridad dentro de los 

programas de mejoramiento genético. Por lo tanto, la de 

biomarcadores moleculares asociados a genes de resistencia 

(genes R) representa una herramienta esencial. En este 

estudio, usamos la técnica AFLP-RGC para identificar 

bandas polimórficas entre palmas de cocotero resistente y 

susceptible a la enfermedad AL. Se utilizaron un total de 24 

combinaciones de cebadores a partir de las cuales se 

identificaron 17 fragmentos polimórficos. De los 17 

fragmentos, nueve fueron de los ecotipos resistentes (AFLP-

RGC 1-02, -06, -08, -09, -10, -11, -12, -13 y -17) y ocho de 

los susceptibles (AFLP -RGC 1-01, -03, -04, -05, -07, -14, -

15 y -16). Todos los fragmentos fueron clonados y 

secuenciados. El análisis bioinformático reveló que nueve 

fragmentos de ADN (AFLP-RGC 1-01, -02, -03, -04, -06, -

07, -12, -14 y -17) presentaron identidad con accesiones de 

GenBank, como la proteína de resistencia RPM1 de Prunus 

mume y el Receptor-tipo protein cinasa de Elaeis guineensis 

(AFLP-RGC 1-01 y -17, respectivamente). Las secuencias 

reportadas en este estudio constituyen una importante fuente 

de recursos genéticos para la identificación de potenciales 

marcadores moleculares asociados con la resistencia a 

patógenos en este cultivo. 

Palabras clave: marcadores moleculares, patógenos, 

cocotero, genes de resistencia. 

INTRODUCCIÓN 

La palma de coco (Cocos nucifera L.) es un cultivo perenne 

que contribuye significativamente a la seguridad alimentaria 

y la generación de empleos e ingresos a nivel mundial. En 

México hace 40 años existía una superficie sembrada con 

este cultivo de aproximadamente 180,000 Ha, actualmente 

esta área ha disminuido significativamente a 124,000 Ha 

(FAOSTAT, 2020). Entre los factores responsables de la 

reducción de la superficie en el cultivo de la palma de coco

ABSTRACT 

The selection of coconut germplasm resistant to pathogens 

such as the phytoplasma that causes lethal yellowing (LY) 

disease is a priority within the breeding programs. Therefore, 

the arrangement of molecular biomarkers associated with 

resistance genes (R genes) represents a very useful tool. In 

this study, we using the AFLP-RGC technique for identified 

polymorphism bands between coconut palm resistant and 

susceptible to LY disease. A total of 24 primers combinations 

were used from which 17 fragment polymorphism were 

identified. Of the 17 polymorphic fragments, 9 were of 

resistant (AFLP-RGC 1-02, -06, -08, -09, -10, -11, -12, -13 

and -17) and 8 of the susceptible ecotypes (AFLP-RGC 1-01, 

-03, -04, -05, -07, -14, -15 and - 16). All fragments were 

cloned and sequenced. The bioinformatics analysis revealed 

that nine DNA fragments (AFLP-RGC 1-01, -02, -03, -04, -

06, -07, -12, -14 and -17) presented identity with accessions 

of GenBank, such as the resistance protein RPM1 of Prunus 

mume and Receptor-Like Protein Kinase-like of Elaeis 

guineensis (AFLP-RGC 1-01 and -17, respectively). The 

sequences reported on this study represents an important 

source of genetic resources for the identification of potential 

molecular markers associated with pathogen resistance in this 

crop. 
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INTRODUCTION 

Coconut palm (Cocos nucifera L.) is a perennial crop that 

contributes significantly to food security and the generation 

of employments and income worldwide. In Mexico 40 years 

ago there was a planted area of approximately 180,000 Ha, 

currently, this area has decreased significantly to 124,000 Ha 

(FAOSTAT, 2020). Among the factors responsible for the 

losses in coconut palm crop are biotic factors such as 

diseases caused by different pathogens such as viruses, 

viroids, protozoa, oomycetes, nematodes and phytoplasmas
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se encuentran los factores bióticos como enfermedades 

causadas por virus, viroides, protozoos, oomicetos, 

nematodos y fitoplasmas (Puch-Hau, et al., 2021).  

Los fitoplasmas que afectan a las palmas de cocotero son 

responsables de la devastadora enfermedad conocida como el 

amarillamiento letal (AL) en las Américas (Harrison y 

Oropeza, 2008). En México, debido a esta enfermedad, la 

superficie del cocotero ha disminuido en un 40% a lo largo 

de la costa del Golfo de México (Córdova, et al., 2019). Por 

esta razón, actualmente en nuestro grupo de trabajo se lleva a 

cabo el desarrollo de programas de mejoramiento para 

obtener palmas resistentes a AL. Uno de los principales 

objetivos de la investigación en fitomejoramiento genético es 

el aislamiento y caracterización de genes que pueden conferir 

resistencia (genes R) a una amplia gama de enfermedades 

causadas por virus, bacterias, hongos, nematodos e insectos 

plaga (Kourelis y van der Hoorn, 2018). La familia de genes 

R más grande contiene dominios de sitios de unión de 

nucleótidos (NBS) y repeticiones ricas en leucina (LRR). El 

dominio NBS está involucrado en la señalización e incluye 

varios motivos altamente conservados y estrictamente 

ordenados, como los motivos P-loop, kinase-2 y GLPL 

(Puch-Hau, et al., 2015). El motivo LRR generalmente está 

involucrado en las interacciones proteína-proteína y la unión 

de ligandos con moléculas derivadas de patógenos, lo que 

sugiere que este dominio puede desempeñar un papel 

fundamental en la definición de la especificidad de 

reconocimiento de patógenos (Ravensdale, et al., 2012). Sin 

embargo, hay muchos genes con funciones desconocidas que 

contienen estos dominios que se han identificado en 

diferentes especies de plantas y se ha demostrado que están 

relacionados filogenéticamente con genes R. Estas secuencias 

se denominan candidatos a genes de resistencia (RGC) 

(Pflieger, et al., 2001) y representan una fuente importante 

para el descubrimiento de nuevos genes R. 

Los RGC pueden utilizarse como herramienta para 

desarrollar nuevos marcadores vinculados a la resistencia a 

patógenos. Por ejemplo, un proceso modificado del AFLP 

(Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados) 

propuesto por Hayes y Saghai-Marrof (2000) y Egea-

Gilabert, et al., (2003) se basa en el uso de un cebador 

específico de la técnica AFLP y un cebador específico o 

degenerado del dominio NBS de los genes R. AFLPRGC 

(polimorfismo de longitud de fragmento amplificado 

acoplado a genes candidatos de resistencia) se ha empleado 

en diferentes cultivos como soya (Hayes y Saghai-Marrof, 

2000), pimiento (Egea-Gilabert, et al., 2003), albaricoque 

(Soriano, et al., 2005), algodón (Zhang, et al., 2007) y 

chícharo (Patil, et al., 2014), para buscar polimorfismos que 

al validarse puedan usarse como marcadores moleculares 

para el mejoramiento genético de los cultivos.

(Puch-Hau, et al., 2021). 

Phytoplasmas infected coconut palms are responsible for the 

devastating disease known as lethal yellowing (LY) in the 

Americas (Harrison and Oropeza, 2008). In Mexico, due to 

this disease, the surface of the coconut palm has decreased 

along the coast of the Gulf Mexico (Córdova, et al., 2019). 

Therefore, the developing of breeding programs to obtain 

resistance palms to LY is currently carried out in our group. 

One of the main objective of research on plant breeding was 

the isolation and characterization of the resistance genes (R 

genes) that conferring resistance to a wide range of disease 

caused by viruses, bacteria, fungi, nematodes and insects 

pests (Kourelis and van der Hoorn, 2018). The largest R gene 

family contains domains of nucleotide binding sites (NBS) 

and Leucine-rich repeats (LRR). The NBS domain is 

involved in signaling and includes several highly conserved 

and strictly ordered motifs such as P-loop, kinase-2 and 

GLPL motifs (Puch-Hau, et al., 2015). The LRR motif is 

typically involved in protein–protein interactions and ligand 

binding with pathogen-derived molecules, suggesting that 

this domain may play a pivotal role in defining pathogen 

recognition specificity (Ravensdalle, et al., 2012). However, 

there are many genes with unknown functions, containing 

these domains that have been identified in different plant 

species and have been shown to phylogenetically related to 

known R genes and are referred as resistance gene candidates 

(RGC) (Pflieger, et al., 2001) and could be an important 

source of novel R gene. 

The RGC can be used as tool to develop novel markers 

linked to pathogen resistance. For example, a modified 

process of the AFLP (amplified fragment length 

polymorphism) proposed by Hayes and Saghai-Marrof 

(2000) and Egea-Gilabert, et al., (2003) is based on the use of 

a specific primer of the technique AFLP and a specific or 

degenerate primer from the NBS domain of R genes. AFLP-

RGC (amplified fragment length polymorphism coupled to 

resistance gene candidates) have been employed in different 

crops such as soybean (Hayes and Saghai-Marrof, 2000), 

pepper (Egea-Gilabert, et al., 2003), apricot  (Soriano, et al., 

2005) cotton In coconut palms, there is currently a RGC 

database that represents an important source for the discovery 

of new resistance genes in coconut (Puch-Hau, et al., 2015; 

2016), however, due to the slow growth of this crop, the lack 

of protocols for genetic manipulation (transformation and 

gene editing) and the difficulty in establishing controlled 

transmisión systems for pathogens, it is difficult to advance 

in this way. In this sense, the implementation of a breeding 

program assisted by molecular markers could represent a 

faster and more viable option. Therefore, the objective of this 

work was the implementation of the AFLP-RGC technique
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 Esta técnica surge como una herramienta para identificar 

regiones genómicas que puedan contener genes de resistencia 

a patógenos. En cocotero, actualmente existe una base de 

secuencias de RGC que representa una fuente importante 

para el descubrimiento de nuevos genes R (Puch-Hau, et al., 

2015; 2016); sin embargo, debido al lento crecimiento de este 

cultivo, la falta de protocolos para la manipulación genética 

(transformación y edición de genes) y la dificultad para 

establecer sistemas de transmisión controlados de patógenos, 

dificulta avanzar en este camino. En este sentido, la 

implementación de un programa de mejoramiento genético 

asistido por marcadores moleculares podría representar una 

opción más rápida y viable. Por lo tanto, el objetivo de este 

trabajo fue implementar la técnica AFLP-RGC para la 

identificación, clonación y secuenciación de fragmentos 

polimórficos entre ecotipos de coco resistentes y susceptibles 

a la enfermedad del amarillamiento letal para identificar 

potenciales marcadores que puedan ser utilizados en la 

selección de germoplasma con características de interés, 

como la resistencia a plagas y patógenos. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal y aislamiento del ADN 

En este estudio se utilizaron dos ecotipos de cocotero. Los 

ecotipos analizados fueron el Enano Malayo Amarillo 

(EMA) resistente al AL, ubicado en Telchac Puerto, México 

(21°21′N,89°16′W) y el Alto del Atlántico del Oeste 

(AAO) susceptible al AL ubicado en la (21°22'N, 

89°00'W) (Zizumbo-Villareal, et al., 2008). Para cada 

ecotipo se muestrearon cinco palmas (Tabla 1). Los ácidos 

nucleícos (ADN) se extrajeron a partir de 100 mg de hojas 

jóvenes siguiendo el protocolo descrito por Harrison, et al.,

for the identification, cloning and sequencing of polymorphic 

fragments between coconut ecotypes resistant and susceptible 

to the disease of lethal yellowing, in order to identify 

potential markers that can be used for the selection of 

germplasm with characteristics of interest, such as resistance 

to pests and pathogens 

MATERIALS AND METHODS 

Plant material and DNA isolation  

Two ecotypes of coconut palm were utilized in this study. 

The ecotypes included were LY-resistant Malayan Yellow 

Dwarf (MYD), located in Telchac Puerto, México 

(21°21′N,89°16′W) and the LY-susceptible West 

Atlantic Tall (WAT) located at the experimental planting of 

“Caridad del cobre”, San Crisanto, Yucatán, México 

(21°22'N, 89°00'W) (Zizumbo-Villareal, et al., 2008). For 

each ecotype five coconut palms were sampled (Table 1). 

DNA was extracted from 100 mg of young leaves following 

the protocol described by Harrison, et al., (1994). DNA 

quantification was performed using the Nanodrop 1000 

(Thermo Scientific, USA). 

 

Tabla 1. Descripción de los genotipos de cocotero empleados en este estudio. 

Table 1. Description of coconut palm genotypes used on this study. 

Procedimiento AFLP-RGC 

La técnica de AFLP-RGC se llevó a cabo según lo descrito 

por Hayes y Saghai-Marrof (2000) y Egea-Gilabert, et al., 

(2003) (Figura 1). Se realizó la digestión del ADN (100 ng) 

con las enzimas EcoR1 y Mse1; posteriormente se ligaron los

AFLP-RGC procedure. AFLP-RGC analysis was carried 

out as described by Hayes and Saghai-Marrof (2000) and 

Egea-Gilabert, et al., (2003) (Figure 1). DNA digestion (100 

ng) and adaptor ligations we carried out following the 

standard AFLP protocol (Vos et al., 1995) with some minor
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adaptadores siguiendo el protocolo estándar AFLP (Vos et 

al., 1995) con modificaciones menores. Este ADN molde se 

preamplificó utilizando cebadores homólogos al adaptador 

EcoR1 o Mse1 con un nucleótido selectivo (EcoR1 + A y 

Mse1+C). La preamplificación se realizó en un volumen total 

de 20 µl que contenía 2 µl de ADN digerido, 1 pmol de cada 

cebador, 0.2 mM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl2 y 1 U de 

Taq ADN polimerasa (Invitrogen). Las PCR se llevaron a 

cabo en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 

(Perkin-Elmer) utilizando las siguientes condiciones de 

amplificación: un ciclo de desnaturalización a 94 °C durante 

2 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C durante 30 s, 50 °C 

durante 30 s y 72°C por 1 min, y una elongación final a 72°C 

por 5 min. Los productos de preamplificación fueron diluidos 

(20 veces) y 2 µl fueron usados como molde para la 

amplificación selectiva. Como se muestra en la Tabla 2, la 

amplificación selectiva se realizó con dos cebadores, uno 

complementario al adaptador EcoRI o MseI con dos y tres 

nucleótidos selectivos y otro con un cebador RGC 

degenerado correspondiente a cuatro motivos de aminoácidos 

conservados entre las proteínas de resistencia conocidas (P-

loop , RNBS-D, GLPL). Para este proceso se emplearon los 

protocolos de PCR previamente descritos por Vos, et al., 

(1995). A cada producto de la amplificación selectiva se le 

añadieron 3 µl de tampón de carga (95% formamida, 0,01 M 

NaOH, 0,05% xilenocianol, 0,05% azul de bromofenol). 

Posteriormente, las muestras se desnaturalizaron mediante 

incubación a 95 °C durante 3 min, se colocaron directamente 

en hielo y se corrieron en un gel de poliacrilamida 

desnaturalizante al 6 % que se tiñó con nitrato de plata 

(Sambrook, et al., 1989). Los tamaños moleculares de los 

fragmentos amplificados se estimaron utilizando estándares 

de ADN de 10 pb (Invitrogen). 

modifications. This template DNA was the pre-amplified 

using primers homologous to the EcoR1 or Mse1 adaptor 

with a selective nucleotide (EcoR1 + A and Mse1+C). Pre-

amplification was performed in a total volume of 40 µl 

containing 2 µl of the template DNA, 1 pmol of each primer, 

0.2 mM of each dNTPs, 1.5 mM MgCl2 and 1 U of Taq DNA 

polymerase (Invitrogen). PCR were carried out in a 

GeneAmp PCR System 9700 thermal cycler (Perkin-Elmer) 

using the following cycling conditions: a denaturation step at 

94°C for 2 min, followed by 40 cycles of 94°C for 30 s, 50°C 

for 30 s and 72°C for 1 min, and final elongation step at 72°C 

for 5 min. Pre-amplification products were further diluted (20 

fold) and 2 µl was used as template for selective 

amplification. As show in Table 2, selective amplification 

was performed with two primers, one complementary to the 

EcoRI or MseI adapter with two and three selective 

nucleotides and another with degenerate RGC primer 

corresponding to four amino acid motifs conserved among 

the known resistance proteins (P-loop, RNBS-D, GLPL), 

respectively using the touchdown PCR protocols described 

by Vos, et al., (1995). Selective amplification products were 

dried, and 3 µl of loading buffer (95% formamide, 0.01 M 

NaOH, 0.05% xylene cyanol, 0.05% bromophenol blue) was 

added to each one. The samples were then denaturing by 

incubation at 95°C for 3 min, placed directly on ice and run 

on a 6% denaturing polyacrylamide gel that was stained with 

silver nitrate (Sambrook, et al., 1989). Molecular sizes of the 

amplified fragments were estimated using a 10-bp ladder 

(Invitrogen).
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Figura 1. Estrategia experimental para la búsqueda de fragmentos polimórficos entre ecotipos resistentes y susceptibles a la enfermedad del 

amarillamiento letal mediante la técnica AFLP-RGC. 

Figure 1. Experimental strategy for the search of polymorphic fragments between ecotypes resistant and susceptible to lethal yellowing disease 

using the AFLP-RGC technique. 

 

Tabla 2. Secuencia de nucleótidos de iniciadores usados para los AFLP-RGC. 

Table 2. Sequence details of primers used for RGC-anchored amplified fragment length polymorphism analysis. 
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Desarrollo de la técnica AFLP-RGC 

Para desarrollar la técnica de AFLP-RGC, evaluamos un total 

de 24 combinaciones de cebadores. Las amplificaciones 

selectivas de AFLP se realizaron combinando los cebadores 

degenerados RGC y cinco cebadores de AFLP (EcoR1 + AA, 

EcoR1 + AAG, EcoR1 + AAC, Mse1 + CAT y Mse1 + CTG) 

seleccionados en base al alto número de polimorfismos 

obtenidos por Soriano et al., (2005) en albaricoque (Prunus 

armeniaca). 

  

Clonación y secuenciación de los fragmentos polimórficos 

AFLP-RGC 

Los fragmentos polimórficos de AFLP-RGC se cortaron del 

gel de acrilamida y se purificaron con un kit de extracción de 

gel QIAEX II (Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.). El ADN se 

reamplificó en un volumen total de 25 µl que contenía 1.5 

mM de MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 50 ng de cada 

cebador y 1 U de ADN Taq polimerasa (Invitrogen). La PCR 

se realizó en un termociclador GeneAmp PCR System 97200 

(Perkin-Elmer) siguiendo los protocolos de PCR descritos 

por Vos, et al., (1995). Los productos de PCR se separaron 

por electroforesis en geles de agarosa al 1 % (Promega, 

Madison, Wisconsin, EE. UU.) teñidos con bromuro de 

etidio, visualizados con un transiluminador UV y 

fotografiados con un GelDoc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, 

EE. UU.). Los productos de PCR del tamaño esperado se 

extrajeron del gel de agarosa y se purificaron usando un kit 

de purificación de PCR QIAquick (Qiagen, Valencia, CA, 

EE. UU.). El ADN obtenido se clonó en el plásmido pGEM-

T Easy vector (Promega, Madison, Wisconsin, EE. UU.) y se 

transformó en células competentes de Escherichia coli 

JM109 según las instrucciones del fabricante (Promega, EE. 

UU.). Los clones de plásmidos recombinantes se extrajeron 

con el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, Valencia, CA, 

EE. UU.) y se cuantificaron con el espectrofotómetro 

NANODROP 2000c (Thermo SCIENTIFIC). El ADN del 

plásmido recombinante se secuenció por triplicado en Davis 

Sequencing Company (CA, EE. UU.). 

 

Análisis in silico de secuencias polimórficas 

Los fragmentos polimórficos secuenciados se sometieron al 

programa VectorScreen para identificar y eliminar las 

secuencias correspondientes al vector de clonación. 

Posteriormente, se utilizó el programa BLASTN para 

identificar los porcentajes de identidad de los fragmentos con 

las accesiones del GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Los 

marcos abiertos de lectura (ORF) de las secuencias fueron 

predichos por el traductor fr33 

(http://www.fr33.net/translator.php).

Development of AFLP-RGC. To develop AFLP-RGC, we 

evaluated a total of 24 primer combinations. The AFLP 

selective amplifications were performed combining the 

degenerate primers RGC and five AFLP primers (EcoR1 + 

AA, EcoR1 + AAG, EcoR1 + AAC, Mse1 + CAT and Mse1 

+ CTG) selected on the basis of the high number of 

polymorphisms obtained by Soriano et al., (2005) in apricot 

(Prunus armeniaca). 

 

Cloning and sequencing of polymorphic AFLP-RGC 

The AFLP-RGC polymorphic bands were excised from the 

acrylamide gel and purified using a QIAEX II Gel Extraction 

Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). The DNA was re-

amplified in a total volume of 25 µl containing 1.5 mM 

MgCl2, 0.2 mM of each dNTP, 50 ng of each primer and 1 U 

of Taq DNA polymerase (Invitrogen). The PCR was 

performed in a GeneAmp PCR System 97200 Thermal 

Cycler (Perkin-Elmer) following the touchdown PCR 

protocols described by Vos, et al., (1995). PCR products 

were separated by electrophoresis on a 1% agarose gels 

(Promega, Madison, Wisconsin, USA) stained with ethidium 

bromide, visualized by UV transiluminator and photographed 

with a GelDoc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). PCR 

products of expected size were excised from the agarose gel 

and purified using a QIAquick PCR purification kit (Qiagen, 

Valencia, CA, USA). The obtained DNA was cloned into the 

plasmid pGEM-T Easy vector (Promega, Madison, 

Wisconsin, USA) and transformed into Escherichia coli 

JM109 competent cells according the manufacturer´s 

instructions (Promega, USA). Recombinant plasmid clones 

were extracted using the QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Valencia, CA, USA) and quantified using the 

NANODROP 2000c Spectrophotometer (Thermo 

SCIENTIFIC). The recombinant plasmid DNA was 

sequenced by triplicate in Davis sequencing Company (CA, 

USA).  

 

In silico analysis of polymorphic sequences 

The sequenced polymorphic fragments were subjected to the 

VectorScreen program to identify and eliminate the 

sequences corresponding to the cloning vector. Subsequently, 

the BLASTN program was used to identify the identity 

percentages of the fragments with the GenBank accessions 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). The open reading frames (ORFs) of 

the sequences were predict by fr33 translator 

(http://www.fr33.net/translator.php). 
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RESULTADOS 

Identificación de fragmentos polimórficos 

De las 24 combinaciones de cebadores utilizadas, cuatro 

generaron un total de 17 bandas polimórficas; se 

identificaron nueve en ecotipos resistentes y ocho en 

susceptibles. El mayor número de bandas polimórficas se 

obtuvo con la combinación de cebadores Mse1-CAT/PIA (10 

bandas polimórficas) (Figura 1A) y el menor número con las 

combinaciones de cebadores Mse1-CTG/P3A y Mse1/PIB 

(Figura 1B y C). 

RESULTS 

Identification of polymorphic fragments 

 Of the 24 primer combinations used, four generated a total 

17 polymorphic bands; nine were identified in resistant 

ecotypes and eight in susceptible. The largest number of 

polymorphic bands were obtained with the primer 

combination Mse1-CAT/PIA (10 polymorphic bands) (Figure 

1A) and the lowest number with primer combinations Mse1-

CTG/P3A and Mse1/PIB (Figure 1B and C).

 

 

Figura 2. Perfiles de AFLP-RGC entre ecotipos de cocotero resistentes y susceptibles al AL en geles de poliacrilamida al 6% utilizando tres 

combinaciones de iniciadores. a) combinación Mse1 + CAT/PIA b) Combinación EcoR1+ AA/P3A and c) combinación Mse1 + CAT/PIB. 

Carriles: 1 al 5 individuo de ecotipos resistentes y carriles 6 al 10 individuo de ecotipos susceptibles al AL. Las flechas señalan las bandas 

polimórficas. 

 Figure 2. AFLP-RGC profiles between resistant and susceptible ecotypes on 6% polyacrylamide gels using three primers combinations. a) 

Mse1 + CAT/PIA combination. b) EcoR1+ AA/P3A combination and c) Mse1 + CAT/PIB combination. Lanes 1 to 5 resistant and lanes 6 to 

10 susceptible ecotype. The arrows indicate the polymorphic bands. 
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Análisis in silico de secuencias polimórficas 

 Los fragmentos polimórficos fueron secuenciados y 

mostraron que contenían los cebadores específicos AFLP y 

RGC; por lo tanto, no fueron detectadas bandas inespecíficas. 

El tamaño de los fragmentos obtenidos oscilaba entre 114 y 

1026 pb. Las búsquedas de similitud utilizando el programa 

BLASTN revelaron que nueve marcadores compartían 

identidad con las accesiones del GenBank (Tabla 3). De estos 

nueve marcadores, AFLP-RGC 1-01 mostró homología con 

la proteína de resistencia a enfermedades tipo RPM1 de 

Prunus mume (acceso XP_008235888.1) y AFLP-RGC 1-17 

con el Locus 10 asociado con la resistencia a la enfermedad 

de la roya de la hoja (Proteína-Cinasa tipo receptor) en Elaeis 

guineensis. AFLP-RGC 1-02 mostró homología con una 

molécula chaperona de clase DnaJ de Phoenix dactylifera 

(acceso XP_008786524.1) (Tabla 3), mientras que AFLP-

RGC 1-03 y AFLP-RGA 1-07 con secuencias no 

caracterizadas de esta misma especie (Tabla 3).  

Por otra parte, AFLP-RGC 1-04 presentó identidad con una 

supuesta poliproteína de Oryza sativa, cuya función aún no 

ha sido caracterizado (acceso AAT07561.1) mientras que 

AFLP-RGC 1-06, AFLP-RGA 1-12 y AFLP-RGA 1-14 con 

el gen DEF1 alterado, la subunidad 8 del complejo de 

partículas de proteína de transporte y la peptidil-prolil 

isomerasa de E. guineensis, respectivamente. 

In silico analysis of polymorphic sequences.  

These fragments were sequenced and shown to contain both 

the AFLP and the specific RGC primers, therefore unspecific 

bands were not detected. The size fragments obtained 

ranging in size from 1026 to 114 bp. Similarity searches 

using the BLASTN program showed that nine markers 

shared identity with accessions of GenBank (Table 3). Of the 

nine markers, AFLP-RGC 1-01 showed homology with 

disease resistance protein RPM1-like of Prunus mume 

(accession XP_008235888.1) and AFLP-RGA 1-17 with 

Leaf Rust 10 Disease-Resistance Locus (Receptor-Like 

Protein Kinase-like) of Elaeis guineensis. AFLP-RGC 1-02 

showed significant homology to a DnaJ-class molecule 

chaperone of Phoenix dactylifera (accession 

XP_008786524.1) (Table 4) while AFLP-RGC 1-03 and 

AFLP-RGA 1-07 with uncharacterized sequences of P. 

dactylifera (Table 3).  

On the other hand, AFLP-RGC 1-04 presented identity with a 

putative polyprotein of Oryza sativa (accession 

AAT07561.1) while AFLP-RGC 1-06, AFLP-RGA 1-12 and 

AFLP-RGA 1-14 with disrupted DEF1 gene, trafficking 

protein particle complex subunit 8 and peptidyl-prolyl 

isomerase of E. guineensis, respectively. 
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Table 3. Polymorphic sequences isolated on this study, showing the size of amplicon, palm ecotype and the GeneBank accessions that 

presented the highest identity. 

Tabla 3. Secuencias polimórficas aisladas en este estudio, mostrando el ecotipo, tamaño del amplicón y número de accesión del GenBank con 

las que presentaron mayor identidad. 

Name/ 

GenBank 

Accession 

Ecotype Size (bp) 
 

Highest similarity with GenBank accessions 
E-value Identity (%) ORF 

AFLP-RGC 

1-01/ 

KY115216 

S 311 Disease resistance protein RPM1-like (Prunus 

mume) 

1e-12 40 Yes 

AFLP-RGC 

1-02/ 

KY115219 

R 133 DnaJ-class molecular chaperone (Phoenix 

dactylifera) 

0.33 94 Yes 

AFLP-RGC 

1-03/ 

KY115217 

S 237 Uncharacterized protein LOC103697661 

(Phoenix dactylifera) 

4e-29 57 No 

AFLP-RGC 

1-04/ 

KY115218 

S 160 Putative polyprotein (Oryza sativa) 9e-10 63 Yes 

AFLP-RGC 

1-05/  

KY230416 

S 792 NS - - No 

AFLP-RGC 

1-06/ 

KY225990 

R 433 Disrupted DEF1 gene (Elaeis guineensis) 6e-36 72 No 

AFLP-RGC 

1-07/ 

KY230417 

S 155 Uncharacterized LOC120105813 (Phoenix 

dactylifera) 

1e-19 96 No 

AFLP-RGC 

1-08/ 

KY225991 

R 192 NS - - No 

AFLP-RGC 

1-09/ 

KY225992 

R 133 NS - - No 

AFLP-RGC 

1-10/ 

KY225993 

 

R 136 NS - - No 

AFLP-RGC 

1-11/ 

KY225994 

R 176 NS - - No 

AFLP-RGC 

1-12/ 

KY225995 

R 192 Trafficking protein particle complex subunit 8 

LOC105059818 (Elaeis guineensis) 

2e-11 76 No 
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DISCUSIÓN 

En la palma de cocotero, mediante la técnica de AFLP-RGC 

se identificaron 17 fragmentos polimórficos en los ecotipos 

EMA y AAO; nueve se identificaron en ecotipos resistentes 

(EMA) y ocho en ecotipos susceptibles (AAO). Los niveles 

de polimorfismo obtenidos en palma de coco fueron 

relativamente bajos con respecto a otras especies como G. 

hirsitum y G. barbadense (12 fragmentos polimórficos por 

combinación de cebadores) (Zhang, et al., 2007) y Prunus 

armeniaca (en promedio 4.5 fragmentos polimórficos por 

combinación de cebadores) (Soriano, et al., 2005). Sin 

embargo, en otras especies, como Glycine max (2 

polimorfismos por combinación) (Hayes y Saghai Marrof, 

2000) y Capsicum annum (en promedio 0.36 polimorfismos 

por combinación de primers) (Egea-Gilabert, 2003) los 

niveles de polimorfismos fueron similares a los obtenidos en 

este estudio cuyo promedio fue de 0.7 fragmentos 

polimórficos por combinación. La secuenciación y análisis de 

los fragmentos polimórficos amplificados permitió identificar 

que los marcadores AFLP-RGC 1-01, -02, -03, -04, -06, -07, 

-12, 14 y -17) presentaban identidad con algunas accesiones 

del GenBank. AFLP-RGC 1-01 presentó identidad con la 

proteína R de Prunus mume homóloga a RPM1 de 

Arabidopsis thaliana involucrada en la resistencia al 

patógeno bacteriano Pseudomonas syringae (Grant, et al., 

1995) lo que podría explicar su presencia en palmas 

susceptibles al AL. AFLP-RGC 1-02 presentó identidad con 

la proteína DnaJ de Phoenix dactylifera, también denominada 

HSP40 (proteína de choque térmico).

DISCUSSION 

In coconut palm, using the technique of AFLP-RGC we were 

able to identify 17 polymorphic fragments between MYD 

and WAT. Of the 17 polymorphisms, nine were identified in 

resistant ecotypes and eight in susceptible ecotypes. To 

identify these polymorphisms, we evaluated a total 24 

combinations of primers obtaining on average 0.7 

polymorphic fragments by combination. The levels of 

polymorphism obtained in coconut palm were relatively low, 

with respect to other species such as G. hirsitum and G. 

barbadense (12 polymorphic fragments by combination of 

primers) (Zhang, et al., 2007) and Prunus armeniaca (on 

average, 4.5 polymorphic fragments by combination of 

primers) (Soriano, et al., 2005), however, in other species, 

such as Glycine max (2 polymorphisms by combination) 

(Hayes and Saghai Marrof, 2000) and Capsicum annum (on 

average 0.36 polymorphisms by combination of primers) 

(Egea-Gilabert, 2003) the levels of polymorphisms were 

similar to those obtained in this study. 

The sequencing of the polymorphic fragments allowed us to 

identify that the markers AFLP-RGC 1-01, -02, -03, -04, -06, 

-07, -12, 14 and -17) presented identity with GenBank 

Accession. AFLP-RGC 1-01 presented identity with the R 

protein of Prunus mume homologous to RPM1 of 

Arabidopsis thaliana that confers resistance to the bacterial 

pathogen Pseudomonas syringae (Grant, et al., 1995) that 

could explain its precense in susceptible palms to LY. 

Interestingly, AFLP-RGC 1-02 presented identity with the 

DnaJ protein of Phoenix dactylifera, also termed HSP40

AFLP-RGC 

1-13/ 

KY225996 

 

R 130 NS - - No 

AFLP-RGC 

1-14/ 

KY230418 

S 141 70 kDa peptidyl-prolyl isomerase 

LOC105038880 (Elaeis guineensis) 

3e-13 79.05 No 

AFLP-RGC 

1-15/ 

KY230419 

S 142 NS - - No 

AFLP-RGC 

1-16/ 

KY230420 

S 142 NS - - No 

AFLP-RGC 

1-17/ 

KY225997 

R 114 Leaf Rust 10 Disease-Resistance Locus Receptor-

Like Protein Kinase-like 1.1 LOC105048792 

(Elaeis guineensis) 

8e-26 91 No 

R: resistant ecotype; S: susceptible ecotype; NS: No Similarity; ORF: Open Reading Frame. E value represent the probability of the alignment 

occurring by chance 
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Recientemente, se demostró que HSP40 funciona en la 

inmunidad de las plantas, su sobreexpresión provoca la 

muerte celular similar a una respuesta hipersensible (HR) 

mientras que, su silenciamiento aumenta la susceptibilidad al 

virus del mosaico de la soya (Liu y Whitham, 2013) en 

plantas resistentes. AFLP-RGC 1-06 no presentó identidad 

con genes involucrados en mecanismos de defensa, sino con 

el gen DEF1 de E. guineensis asociado con la variante 

somaclonal “mantled” de la palma aceitera (Ong-Abdullah, et 

al., 2015). Por otro lado, AFLP 1-17 presentó identidad con 

el locus 10 asociado con la resistencia a la enfermedad de la 

roya de la hoja (Proteína-Cinasa tipo receptor) de E. 

guineensis. La roya de la hoja es causada por el hongo 

Puccinia hordei que parasita una amplia gama de plantas, 

incluidos helechos y coníferas, y la mayoría de las familias 

de angiospermas dicotiledóneas y monocotiledóneas (Park, et 

al., 2015). En palma de coco, hasta donde sabemos P. hordei 

no representa una amenaza fitosanitaria; sin embargo, esta 

secuencia podría estar asociada a la resistencia a otros 

patógenos de tipo fúngico que afectan a este cultivo como 

Phytophthora palmivora. 

Las secuencias (AFLP 1-05, -08, -09, -10, -11, -13, -15 y -

16) no presentaron identidad con ninguna de las accesiones 

de GenBank y se encuentran en regiones no codificantes (no 

presentaron ORF). La diversidad de este tipo de secuencias 

caracterizadas en palma de coco posiblemente es debido a la 

combinación de un iniciador para RGC más un cebador de la 

técnica de AFLP que permiten amplificar intrones y 

secuencias genómicas diferentes de los RGC (Zhang, et al., 

2007). A pesar de esto, es posible que estos fragmentos estén 

ligados a genes R u otros genes de interés agronómico. 

 

CONCLUSIÓN 

En el presente estudio se aislaron e identificaron 17 

marcadores moleculares basados en las técnicas AFLP-RGC 

que podrían aplicarse para la selección de germoplasma de 

cocotero resistente al fitoplasma causante de la enfermedad 

del amarillamiento letal. 
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(heat shock protein). Recently, HSP40 was demonstrated to 

function in plant immunity, its overexpression of HSP40 

causes HR-like cell death and silencing of HSP40 enhances 

susceptibility to Soybean mosaic virus in Soybean (Liu and 

Whitham, 2013). AFLP-RGC 1-06 did not present identity 

with genes involved in defense mechanisms, but also  with 

the DEF1 gene of E. guineensis, which is associated with the 

mantled somaclonal variant of oil palm (Ong-Abdullah, et 

al., 2015). On the other hand, AFLP 1-17 presented identity 

with Leaf Rust 10 Disease-Resistance Locus Receptor-Like 

Protein Kinase-like of E. guineensis. Leaf Rust is caused by 

the pathogenic fungus Puccinia hordei that parasitize a wide 

range of plants, including ferns and conifers, and most 

families of dicotyledon and monocotyledon angiosperms 

(Park, et al., 2015). In coconut palm, as far as we know, 

Puccinia hordei does not represent a phytosanitary threat, 

however, this sequence could be associated with resistance to 

other fungal-type pathogens that affect this crop such as 

Phytophthora palmivora. 

The other sequences (AFLP 1-05, -08, -09, -10, -11, -13, -15 

and -16) did not present identity with any of the accessions of 

GenBank and are found in non-coding regions (they did not 

present ORF). The diversity of this type of sequences 

characterized in coconut palm, possibly due to the 

combination of a primer for RGC plus an AFLP primer that 

allow amplifying variable genomic sequences including 

introns and non-RGC genomic sequences (Zhang, et al., 

2007), despite this, it is possible that these fragments are 

linked to R genes or other genes of agronomic interest. 

 

CONCLUSIONS 

On this study were isolated and identified molecular markers 

based on AFLP-RGC technique  that could be applied for the 

selection of germplasm resistance to the phytoplasma that 

causes lethal yellowing disease in coconut palms. 
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