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Division de Biotecnologia de Cenipalma:
Generadora de herramientas tecnologicas para

el sector palmicultor colombiano

Pedro Jesiis Rocha Salavarrieta®

Notas del Director de Biotecnologia

Cenipaima, como centro responsable de la investigacion del gremio
palmiculior colombiano, ha liderado {a introduccion de técnicas y
metodologias que son de utilidad para el sector. Desde el afio 2000,
el Centra introdujo algunas herramientas biotecnologicas, al principio
con un Laboratorio de Marcadores Moleculares (LMM, 2000-2002)
que evoluciond al Labaratorio de Caracterizacién Molecular (LCM,
2002-2007), especificamente brindando apoyo al programa de
fitomejoramiento de Cenipalma mediante ejercicios de caracterizacion
molecular.

Los resultados obtenides hasta el momento, la aplicacion de
herramientas biotecnologicas en otros cultives y la necesidad de
utilizacién de las diferentes metodologias ofrecidas por la biotecnologia
para apoyar la resolucitn de diversos probfemas def cultive de palma,
hicieron gue se treara fa Division de Biotecnologia de Cenipalma. Asi,
desde julio de 2007, la Division entré a formar parte de fa nueva
estructura organizacional dei Centro. inmediatamente se comenzd un
trabajo arduo para definir las lineas de investigacidn de la Divisidn,
establecer alianzas con soclos estratégicos, desarroliar experimentos
y, de esta manera, consolidar la biotecnologia para el sector palmero,

Por estas razones, se ha considerado pertinente, en el presente
Ceniavances, hacer un breve recuento acerca de la evalucion del LCM
a la Divisidn de Biotecnologia.

Pedro Jesis Rocha Salavarrleta, Ph.D.

Caracterizacion Molecular

Los marcadores moleculares son hemamientas gue evaliian directamente
el ADN de los individuos y, en consecuencia, permiten hacer
comparaciones entre ellos {revisién en Rocha, 2003b). En este sentido,
los resultados de la aplicacion de técnicas de marcadores moleculares
en palma, en su mayaria representados como bandas en geles, se
constituyen en fuentes de vasta informacidn, tan valiosas come las
caracteristicas morfo-agrondmicas tradicionalmente empleadas por el
fitomelorador (Tabla 1). Sin embargo, a diferencia de ellas, ios marcadores
moleculares no despliegan rangos sino que generan informacion en
términas de presencia o ausencia (Fig. 1By C).

Cansiente de la importancia de este tipo de hetramientas para apoyar
el fitomejoramiento, Cenipalma, en cabeza de su entonces Director
Ejecutivo, Pedro Leén Gomez Cuervo, gestiond la creacion de un
Laboratorio de Marcadores Molecufares con el apayo de Colciencias y
del gremio palmicultor colombiano. En sus inicios, esta iniciativa contd
con el apoyo logistico del Centro Internacional de Agricultura Trapical
{CIAT, Palmira) y llevé a cabo algunos experimentos con herramientas
moleculares tipe RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) orientados
a la blisqueda de marcadores asociados con la resistencia a la Pudricion
de Cogollo (PC; Ochoa et al., 1997)y caracterizacion parcial de materiales
Dura mediante AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) realizada
por Victoria Villegas (datos sin publicar).

En una segunda fase, comprendida entre mayo de 2002 y junio de 2007,
y en el marco técnico y administrativo del Proyecto de Variedades
(Subproyecto de Herramientas Moleculares de Seleccion), el labaratorio
introdujo nuevas herramientas con el objeto de hacer la caracterizacion
molecular de las colecciones de germoplasma de E. guineensis y E.
ofeifera de distintas procedencias (Rocha y Rey, 2007a y b), apoyando
asi los esfuerzos de caracterizacion morfoagrondmica y bioquimica
realizados por ef proyecto de Variedades de Cenipalma (Rey et al., 2004).

Con recursos del Fondo de Fomento Palmero (FFP) y de fuentes externas
nacionales (Coleciencias y Ministerio de Agricultura y Desarrotlo Rural -
MADR) e internacionales (Fontagro), se optimizaren metodologias para
1a extraccion de ADN en palma de aceite (Rocha, 2002a), se retomad ia
técnica de RAPD (Arias, 2003) y se intradujeron las AFLP (Galeano, 2004)
ylos SSR (Single Sequence Repeats o0 microsatélites, Billotte et al., 2001;
Arias y Rocha, 2004).

Cabe destacar el uso rutinario de 1a técnica de microsatélites, puesto
gue con €sta se realizd la caracterizacién de materiales E. guineensis
provenientes del ejercicio de prospeccion de Angola (Rocha et al,, 2007;
Meléndez, 2006; Montoya et al., 2005a y b}, de palmas tipo Dura (Rocha
1 Bidlogo, Ph.D., Investigador Tiular, Director Divisién de Biotecnalogia, Cenipalma,

Direccidn para correspondencia: Calle 21 No. 42 - 55, Bogota,
pedro.rocha@cenipaima.org.
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Tabia 1. Caracteristicas de interés para el
mejoramiento genético de la palma de aceite.

A Vegetativis
Tasa de crecimiento del tallg (cm/ afio)
Tasa de crecimiento en didmetro (cm/aho)
Tipo de fruto (grosor de cuesco)
Tipo de fruto {coloracion)
Longitud del raquis (cm)
Longitud det pediinculo {cm)
| Largo def foliola (crm)
Ancho del foliolp (cm)
| Largo del peciolo (m)
Ancho del pecivio {cm)
Area foliar hoja 17 (cm?)
Numern de racimos
B. Componentes de madimiento del mcimo
Pesn medio de racima (Kg)
Pesa pedinaulo (Kg)
| Peso de espigullias (Kg)
| Nimerg de espiguillas por racimo
| Nimero de frutos normales
Mitmero de frutos partenocarpicos
Namero de frutos totales por racimo
Pese medio de! fruto (g)
Peso media de la nuez (g)
| Espiga con fruto / racimo (%)
Peddnculo / racimo (%)
Fruto / racimo (%)
Pulpa / fruto (%)
Nuez / fruta (%)
| Pulpa / racima (%)

Contentdo de aceite / mesocarpio himedo (%)

Contenido de aceite / racimo (%)
| Eficacia de Ja polinizacion (%)

Tasa de fotosintesis

| Contenido de clorofilas totales {mg/g tejido folian)

| Tolerancia a la sequia
Tolerancia a la salinidad
D. Componentes del desempeito sanitario
Resistencia 8 enfermedades y plagas
E Calldad de Acelte
Contenldo de carolenos totales [ppm)
Vitamina E total (ppm)
Acidos grases insaturados (%)
Indice de Yodn
indice de refra{:::ilju ad4o0ve

Figura 1. Esquema de trabajo con marcadores
meoleculares. A) Muestreo. Se requieren solamente
miligramos de tejido para hacer una caracterizacion
molecular. B) Procesamiento: El tejido vegetal es macerado
y el ADN extraida {1). El ADN es utitizado como molde para
fa amplificacién mediante PCR (2). Los amplicones son
separados mediante electroforesis en gel de poliacrifamida
(3). El gel es tenido ton nitrato de plata (4). Ef resultado
500 bandas que se pueden observar a simple vista (5). C)
Las bandas obtenidas son registradas en una matriz de
ausencia y presencia (1), postetiormente esa matriz se
convierie en una de similaridad v de su andlisis estadistico
se genera un dendrograma {2). Adicionalmente s poslbie
realizar andlisis de ordenamiento qtte generan

presentasiones de otro tigo (3).

A. Muestreo

B. Procesamiento en laboratorio
1. Extraccidn de ADN 2. Amplificacion 3. Electroforesis

4. Tincidn

5. Deteccidn de bandas

C. Analisis

1. Matriz de datos
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3. Distribucion

et al., 20074a; Suarez, 2008) y materiales comerciales (Rocha y Sudrez, 2006). Ademads, con
55R se realizd |a caracterizacion de palmas £, oleifera (Rocha y Rey, 2007b; Lopez, 2006;
Rocha et ai., 2005; Rojas, 2005; Herrera, 2005) que conforman la coleccion de germoplasma
de Cenipalma {Rey et al., 2007; Rey st af., 2003), ubicada en el Campo Experimental Palmar
de La Vizcaina (Barrancabermeja, Santander).

La informacidn obtenida ha reducido en algunos ¢asos ef tiempo del proceso de seleccién,
pasando de cuatro afios a ocho meses (Rocha, 2007d), apoyando asi la pronta definicion de
cruces para la generacion de progenies {Leonardo Rey, Director de 1a Division de Variedades,
2008, comunicacion personal).

Es de mencionar que todas las metodologias estandarizadas bajo |as condiciones det LCM
han sido descritas en detalle en un manual gue hace parte del sistema de gestidn de calidad
det Centro y que ha sido reconocido como producte tecnolégico por Colciencias (Rocha,
2006). Dicho manual estandariza los procedimientes empleados en el laboratoria y junto con
el desempeno cuidadoso de los eperarios reduce, en gran medida, la posibilidad de cometer
£Irores,

Adicionaimente, el LCM ha participado con revisiones técnicas e investigaciones relacionadas
can fitopatologia {Rocha, 2007t y e; Sierra et al., 2006; Rocha, 2005a; Rocha et al., 2005;
Rocha et al,, 2004; Airede, 2003; Sanchez et al,, 2003; Rocha, 20020, bioguimica (Rocha
et al., 2006; Mendoza, 2003; Mendoza y Rocha, 2003a y b; Rocha et al., 2005}, biologia
molecular (Rocha, 2005b; Trung-Nghia et al., 2003), fisiologia (Aldana et al., 2005; Mendoza
y Rocha, 2003b) y control biologico (Ojeda et al., 2003; Ojeda, 2002}, entre otras (Rocha,
2004bh; Rocha, 2003a).

TTTavances
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En resumen, como resultado de su actividad en esa segunda fase, el LCM
generd cuatro publicaciones internacionales, 19 articulos en revistas
nacionales indexadas y nueve Ceniavances; participé en la formacion de
recurso humano mediante la realizacién de dos tesis de maestria
(Mendoza, 2003; Ojeda, 2002) y siete trabajos de pregrado (Sudrez,
2006; Meléndez, 2006; Lopez, 2006; Rojas, 2005; Herrera, 2005;
Galeano, 2004, Arias, 2003), incluidas una pasantia y seis tesis (cuatro
de |as cuales recibieron calificacion meritoria por parte de las respectivas
Universidades). De igual manera, se participé en diversos eventos de
caracter nacional (Rocha, 2007b; Rocha y Mendoza, 2004) e internacional
{Sanzet al., 2007; Rocha 2007¢; Rocha, 2004ay ¢; Rocha et al., 2004;
Rocha y Rey, 2007ay b).

Division de Biotecnologia

Con base en |os resultados de caracterizacion molecular obtenidos para
palma de aceite, conscientes de las miltiples herramientas que ofrece
la biotecnologia y en atencidn a la nueva estructura organizacional del
Centro, se propuso la formacién de una Division de Biotecnologia que
brindara apoyo no sélo al programa de fitomejoramiento sino que
interactuara con las demas Divisiones y Programas de Cenipalma
(Fedepalma, 2007). Como resultado de |la aprobacion de dicha estructura
y de la creacion de la Divisién de Biotecnologia por parte de la Junta
Directiva de Cenipalma, desde mediados de 2007 se inicid el proceso de
formacion de dicha Division,

Para el afio 2008, la Division de Biotecnologia desarrollara el proyecto
titulado: “Biotecnologia en palma de aceite”, el cual fue aprobado por el
FFP. El objetivo principal del proyecto y de la Division es el de “aplicar
herramientas metodoldgicas de la biotecnelogia para contribuir a la
solucion de problemas tecnolégicos del cultivo de palma de aceite y
apoyar asi la competitividad y sostenibilidad del sector palmero
colombiano”. Para esto se han considerado varias lineas de trabajo,
inciuidas las de hicinformatica, gendmica, biotecnologia industrial (dreas
de protedmica y metabolomica), marcadores moleculares, normatividad
legal y eventualmente transformacion genética. Claramente, el desamollo
de estas nuevas tareas implica el acceso a una infraestructura fisica muy
completa, a equipos costosos y a personal altamente calificado. Dichos
requerimientos no podran ser completados en su totalidad con los recursos
actuales; por esta razon se considerd pertinente establecer alianzas y
convenios de colaboracién con investigadores reconocidos de
universidades y otros centros de investigacion.

Bioinformatica

En general, la bioinforméatica se ha definido como una herramienta
dedicada al manejo de una vasta cantidad de informacion biclégica.
Considera aspectos tales como la recopilacién, organizacion y
almacenamiento de secuencias de ADN, de aminoacidos, estructuras
proteicas, etc. Ademas, desarrolla herramientas eficientes en la bisqueda
y analisis de informacidn en bases de datos y en la generacion y uso de
herramientas computacionales que permiten interpretar datas con una
explicacion bioldgica. Aunque existen desarrollos de bioinformatica para
palma de aceite (por ejemplo, ef Paimoilis del MPOB, Budiman et al.,
2005), no estan disponibles para el gremio palmicultor colombiano. Por
ello, se ha considerado estratégico desamollar esta linea de investigacion
en el Centro y asi generar una herramienta que brinde apoyo a las diversas
actividades de investigacion (mejoramiento, fisiologia, etc.). La plataforma
de bioinformatica brindara la posibilidad de tener centralizada la
informacicn propia generada en experimentos de secuenciacion y aquella
disponible en otras bases de datos. Para alcanzar este objetivo, se estd
gestionando un convenio de colaboracién técnica con el Laboratorio de
Micologia y Fitopatologia de la Universidad de los Andes (LAMFU, Dra.
Silvia Restrepo).

I TTTavances

Dentro de las estrategias para obtener informacién molecular en tormo
a Elaeis guineensis y E. oleifera, Cenipalma participa en la conformacion
de un consorcio intemacional liderado por Cirad y Neiker. Dicha iniciativa,
conocida con el nombre de OPGP (por 0if Paim Genome Project) busca
identificar secuencias de interés provenientes de diversos tejidos de estas
dos especies. Aungque la negociacion ha sido compleja, en particular por
aspectos relacionados con propiedad intelectual (Sanz et al., 2007), se
espera que dicho proyecto comience a mediados del afio 2008. En é€l,
Cenipalma tendra un componente técnico muy fuerte y buscara la
formacion de recurso humano a nivel de doctorado.

Adicional a la iniciativa OPGP, Cenipalma realizard una aproximacion en
metagendmica. Esta drea de la genémica (también conocida como
gendmica medicambiental, ecogendmica o genémica de comunidades)
estudia el material genético directamente obtenide de muestras del
medio ambiente. Asi, la metagendmica permite estudiar organismos en
su ambiente natural e incluso explorar aguellos de dificil cultivo en el
laboratorio (Cox-Foster et al., 2007). Con estas herramientas Cenipalma
buscara establecer una estrategia metagendmica para la PC, la cual se
realizard en asocio con el LAMFU.

Biotecnologia Industrial y Ambiental

La protedmica y metabolémica se han considerado dentro de las
estrategias de la Divisidn, bajo el area de biotecnologia industrial. Para
esto, se ha considerado realizar experimentos con cultivos de células en
suspension que pudieran ser fuente de enzimas, proteinas y metabolitos
con potencial de aplicacién industrial (Rocha, 2000) en colaboracién con
el Laboratorio de Agrobiotecnologia de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota (Dra. Esperanza Torres)
y el Laboratorio de Bioprocesos de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Medeilin (Prof. Maria Arias). Adicionalmente, se establecerdn ensayas
de bioremediacién de suelos con cultivos de palma en colaboracion con
el Centro de Investigaciones Microbioldgicas de la Universidad de los
Andes (CIMIC, Prof. Martha Vives) y ensayos bioquimicos de caracterizacion
de enzimas y microorganismos con potencial industrial en asocio con la
Pontificia Universidad Javeriana (PUJ, Dra. Sandra Baena).

Normatividad

Adicional a lo anterior, se realizara un proyecto para determinar el estado
actual de la normatividad legal y aspectos de propiedad intelectual
necesarios para los desarrollos biotecnoldgicos. Para ello se buscaré la
consultoria y asesoria de grupos colombianos expertos en el tema (por
ejemplo, de la Universidad Nacional de Colombiay PUJ).

Comentarios finales

Desde los inicios del LCM, las actividades estuvieron enfocadas a brindar
herramientas de apoyo al programa de fitomejoramiento de Cenipalma.
Sin embargo, a partir de 2007, con la creacidn de la Divisién de
Biotecnologia, se espera interactuar con {as demds Divisiones del Centro
y fuera de él. Durante 2008, se identificaran nuevas lineas de investigacion,
se fortalecera la investigacion en marcadores moleculares y se consolidara
la estrategia de apertura institucional nacional e internacional. Adicio-
nalmente, se recibira retroalimentacidn de los ejercicios de auditorias
realizados por parte del FFP y auditores externos.

Ciertamente, el reto de desarrollar la biotecnologia para el sector es
grande. Sin embargo, con el apoyo decidido de Cenipalma, Fedepalma,
el Fonde de Fomento Palmero (FFP)y de los palmicultores de las diferentes
Zonas, las alianzas con otras instituciones, la introduccion de herramientas
biotecroldgicas y la generacidn de resultados en esta area seran un
insumo mds para apoyar la competitividad del sector palmero colombiano.
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