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BÚSQUEDA DE MARCADORES MOLECULARES ASOCIADOS 
CON LA RESISTENCIA AL AMARILLAMIENTO LETAL EN 
COCOTERO

SEARCH FOR MOLECULAR MARKERS ASSOCIATED WITH 
RESISTANCE TO COCONUT LETHAL YELLOWING DISEASE

R E S U M E N

En este estudio, empleamos la técnica AFLP-RGC para el desa-
rrollo de marcadores moleculares asociados con la resistencia a 
las enfermedades del cocotero, entre ellas el amarillamiento letal 
(AL). Con esta técnica logramos identificar 12 bandas polimórficas 
entre ecotipos de cocotero resistentes y susceptibles al AL. Seis de 
estos marcadores estuvieron presentes solamente en los ecotipos 
resistentes y las otras seis en los susceptibles. Los marcadores 
moleculares que logremos desarrollar pueden ser empleados para 
la selección de características de interés como la resistencia a pla-
gas y enfermedades.

ABSTR ACT

In this study the AFLP-RGC technique was used for the development of molecular markers 

associated with resistance to coconut diseases, including lethal yellowing disease (LY). 

With this technique, 12 polymorphic bands were identified between coconut ecotypes 

resistant and susceptible to LY. Six of the markers were present only in the resistant eco-

types and the other six in the susceptible ones. The molecular markers we have identified 

can be used in the selection of important characteristics such as resistance to pests and 

diseases. 
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I N T R O D U C C I Ó N

EL cocotero (Cocos nucifera L.) es un importante cultivo perenne 
que contribuye significativamente a la seguridad alimentaria, ge-
neración de empleos e ingresos. Cultivado en los trópicos en un 
área estimada de 12 millones de ha (Foale, 2005). Desafortuna-
damente, esta palma está sujeta al ataque por diversos agentes 
que producen enfermedades, incluyendo virus (Rohde et al., 1990), 
viroides (Hanold y Randles, 1991), protozoos (Parthasarathy et al,. 
1978), hongos (Joseph y Radha, 1975), nematodos (Griffith, 1978) y 
los mollicutes como Candidatus  Phytoplasma palme responsable 
de la enfermedad devastadora conocida como el amarillamiento 
letal (Oropeza y Zizumbo-Villareal, 1997). Debido a la importancia 
de este cultivo, el desarrollo de la resistencia a estas enfermeda-
des representa uno de los principales objetivos dentro de los pro-
gramas del mejoramiento genético. En este estudio, empleamos 
la técnica de AFLP-RGC (Amplificación de fragmentos largos poli-
mórficos acopladas a secuencias candidatas a genes de resisten-
cia) (Hayes y Saghai, 2000; Egea-Gilabert et al., 2003) para la iden-
tificación de marcadores moleculares posiblemente asociados con 
la resistencia a la enfermedad del amarillamiento letal. Esta técnica 
se basa en el uso de un iniciador específico de la técnica de AFLP 
más un iniciador degenerado diseñado a partir del dominio NBS 
(sitio de unión a nucleótidos) de los genes de resistencia (R). Los 
genes R, se encuentran involucrados en conferir resistencia a una 
amplia variedad de patógenos y plagas, (Dangl y Jones, 2001) per-
mitiendo de esta manera la oportunidad para generar la resistencia 
a enfermedades a través de su introgresión dentro de variedades 
susceptibles.

M E T O D O L O G Í A

Dos ecotipos de cocotero resistentes (Enano Malayo Amarillo) y 
susceptibles (Alto del Atlántico Mexicano) al amarillamiento letal 
(Zizumbo-Villareal et al., 2008) fueron usados en este estudio. El 
ADN fue extraído a partir de 100 mg de muestra del tejido de hoja 
(Harrison et al., 1994). Para el desarrollo de la técnica AFLP-RGC el 
ADN fue digerido y la ligación de los adaptadores fueron llevados 
a cabo siguiendo el protocolo estándar de AFLP (Vos et al., 1995). 
El ADN fue pre-amplificado usando los iniciadores homólogos a 
los adaptadores EcoR1 o Mse1 con un nucleótido selectivo (EcoR1 
+ A, Mse1+C). Posteriormente las amplificaciones selectivas fue-
ron desarrolladas a partir de 2 µl del ADN pre-amplificado con los 
iniciadores EcoR1 o Mse1 con dos o tres nucleótidos selectivos 
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y un iniciador diseñado a partir del dominio NBS de los genes de 
resistencia, empleando el protocolo de PCR touchdown descrito 
por Vos et al. (1995). En total se evaluaron 20 combinaciones de 
iniciadores. Finalmente las muestras fueron corridas en un gel de 
poliacrilamida desnaturalizante al 6% y fueron teñidos con nitrato 
de plata (Sambrook et al. 1989).

R E S U L T A D O S  Y  D I S C U S I Ó N

El mejoramiento genético ha sido la base para generar nuevas va-
riedades que respondan a las necesidades particulares de una so-
ciedad. Sin embargo, el aprovechamiento de la variabilidad gené-
tica mediante estrategias convencionales de mejoramiento implica 
una gran inversión de tiempo y recursos. Para acelerar el progreso, 
la identificación de marcadores moleculares de ADN relacionados 
con regiones genómicas de características de interés como la re-
sistencia a plagas y enfermedades es sumamente importante.

El cultivo del cocotero, es afectado por una gran diversidad de pa-
tógenos entre las que se encuentra el fitoplasma causante de la en-
fermedad del amarillamiento letal, la cual afecta también a muchas 
otras especies de palmas. El desarrollo de un programa de mejo-
ramiento genético asistido por marcadores moleculares, represen-
ta una importante herramienta para generar resistencia a dichas 
enfermedades. En este estudio, empleando la técnica de AFLP-
RGC logramos identificar 12 bandas polimórficas en los ecotipos 
de cocotero que fueron evaluados (fig. 1). De estos 12 marcadores, 
6 de ellos estuvieron presentes solamente en los ecotipos de coco-
tero resistentes al AL, mientras que los otros 6 fueron identificados 
en los susceptibles. Para la identificación de los polimorfismos se 
evalúo un total de 20 combinaciones de iniciadores, de los cuales 
solamente 4 mostraron bandas polimórficas. Los bajos números de 
polimorfismo obtenidos ya han sido reportados en otros estudios 
(Egea-Gilabert et al., 2003).Los marcadores con los que actual-
mente contamos, serán clonados y secuenciados, se realizara el 
análisis bioinformático y se desarrollarán marcadores SCAR (se-
cuencias amplificadas, caracterizadas y secuenciadas) que serán 
mapeados en las poblaciones segregantes resultado de la cruza 
entre ecotipos resistentes y susceptibles al AL.

Los marcadores moleculares que se logren desarrollar en este es-
tudio, podrían ser aplicados para la selección de plantas resisten-
tes a enfermedades desde la etapa de plántula, con alta precisión 
y con reducciones en su costo.
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Así también, podría dar lugar a la generación de un programa de 
mejoramiento genético asistido por marcadores moleculares, enfo-
cados hacia la generación de variedades resistentes a las principa-
les enfermedades del cocotero.
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FIGUR A 1. 
Bandas polimórficas obtenidas con 

dos combinaciones de iniciadores. A) 

Combinación de iniciadores Mse1-CA-

T+PIA. B) Combinación de iniciadores 

EcoR1-AA+ P3A. Las flechas rojas in-

dican las bandas polimórficas.
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C O N C L U S I O N E S

En este estudio se lograron identificar diferentes marcadores mo-
leculares probablemente asociados con la resistencia al AL o qui-
zás a otros patógenos que afectan al cocotero. Estos marcadores 
pueden ser aplicados para el desarrollo de mapas genéticos y la 
selección de características definidas como la resistencia a enfer-
medades en este cultivo.
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