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Resumen

Un modesto comienzo para usar la tecnologia genémica en la palma de aceite
se realiz6 con la secuenciacion de clones de AbN complementario (ADNC) como
marcadores de secuencias expresadas (EST, por su sigla en inglés). Con este
método de descubrimiento rédpido de genes, el MPoB generé mas de 17.000
EST para la palma de aceite. Los EST demostraron ser valiosos como fuente de
marcadores moleculares, con aplicacién potencial para el mejoramiento ge-
nético de la palma de aceite y el cultivo de tejidos. En el esfuerzo para asignar
funciones a los genes descubiertos en la palma de aceite, se inici6é también
un programa de microarreglos de ADN. El EST y otras secuencias clonadas del
gen de la palma de aceite se imprimieron en microarreglos o chips de AbN, y
se estudiaron sus posibles funciones en diversos tejidos y fases de desarrollo,
especialmente durante el cultivo de tejidos de la palma de aceite. Para so-
breponerse a las deficiencias asociadas con los EsT, la MPOB también inicié un
proyecto para generar la primera coleccién completa de secuencias de genes
de un cultivo oleaginoso mediante la secuenciacion de las regiones hipome-
tiladas del genoma de la palma de aceite, empleando la técnica de filtracién
de metilacién GeneThresherTM. Més de 400.000 secuencias se generaron de
nueve palmas individuales. También se minaron y se emplearon marcadores
microsatelitales (repeticiones de secuencia simple, ssr, por su sigla en inglés) y
polimorfismos de un solo nucleétido (sNp, por su sigla en inglés) para construir
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mapas genéticos de alta densidad de la palma de aceite. A fin de obtener una cobertura mas
completa del genoma, el mpoB emprendi6 la secuenciacién del genoma y del transcriptoma de
la palma de aceite mediante el empleo de tecnologias de secuenciaciéon de préxima generacién
(NGs, por su sigla en inglés). Asimismo se continGia activamente con la investigacion citogenética
molecular para obtener un panorama completo de la estructura y organizacién del genoma de
la palma de aceite.

Abstract

A modest start to using genomics technology in oil palm was made with the sequencing of
complementary bNa (¢ DNAS) clones as expressed sequence tags (EsTs). This method of rapid
gene discovery led to more than 17.000 ests generated for oil palm by mpos. The EsTs proved
to be valuable as a source of molecular markers with potential application in oil palm breed-
ing and tissue culture. In the effort to assign functions to the genes discovered in oil palm,
a DNA microarray programme was also initiated. The EsTs and other cloned oil palm gene
sequences were printed on bNA microarrays, or chips, and their possible functions in various
tissues and developmental phases especially during oil palm tissue culture were studied.

To overcome the shortcomings associated with EsTs, mpoB also launched an effort to
generate the first comprehensive collection of gene sequences of an oil crop by sequencing
the hypomethylated regions of the oil palm genome using the GeneThresher™ methylation
filtration technique. Over 400.000 sequences were generated from nine individual palms.
Simple sequence repeat (ssr) and single nucleotide polymorphism (snp) markers were also
mined and used to construct high density genetic maps for oil palm. In order to obtain a
more comprehensive coverage of the genome, MpoB has embarked on sequencing of the oil
palm genome and transcriptome using the next generation sequencing (NGs) technologies.
Molecular cytogenetics research is also being actively pursued to obtain a complete picture
of the oil palm genome structure and organization.
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Introduccion

La palma de aceite es un importante producto
agricola que contribuye de manera significa-
tiva a la produccién de aceites y grasas en el
ambito mundial. La industria ha tenido un im-
pacto importante en el desarrollo socioeconé-
mico de los paises productores en el Sudeste
Asiatico, Africa y Suramérica. El progreso en
la investigacién y desarrollo (I+D) ha sido fun-
damental para el éxito de la industria de la pal-
ma de aceite. Se han realizado mejoras, entre
otras, en el mejoramiento genético, las prac-
ticas agronémicas, los rendimientos, el control
de plagas y enfermedades, el incremento de la
productividad de la mano de obra, la eficiencia
de las plantas de beneficio y el manejo general de
plantaciones (Jalani, 1998).
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Sin embargo, la [+D, especialmente en el me-
joramiento genético para variedades nuevas y
mejoradas, constituye un reto para este culti-
vo, que tiene un ciclo de mejoramiento largo
(10-12 anos) y requerimientos grandes de tierra
para los ensayos en campo (Mayes et al., 1997).
Es por este motivo que la industria atin enfrenta
muchos desafios para avanzar, especialmente
para reducir las brechas de rendimiento entre
las parcelas experimentales, las plantaciones
nacionales y las pequenas explotaciones

Los desarrollos en el &mbito de la biotecno-
logia durante las tres tGltimas décadas han brin-
dado oportunidades importantes para acelerar
el mejoramiento de la palma de aceite. El adve-
nimiento de las técnicas de ADN recombinante



hizo posible clonar fragmentos de AbN como
sondas o marcadores, lo que proporcioné he-
rramientas para aplicar en estudios genéticos
y de mejoramiento. El posterior desarrollo de
la reaccién en cadena de la polimerasa (pcr,
por su sigla en inglés) resulté en una mejora
sistematica para la tecnologia de marcadores
moleculares, lo que llevé a una aplicacién mas
amplia de los marcadores en la mayoria de los
sistemas de cultivos. El advenimiento de la se-
cuenciacién del AbN a finales de la década de
1970, y su posterior automatizacion, sin duda
ha tenido también una gran repercusion.

Con el rapido desarrollo de esta tecnolo-
gia, los investigadores ya no estén limitados
a secuenciar solo el pequefio nimero de ge-
nes que directamente afectan su &rea de tra-
bajo. Los métodos de secuenciaciéon de alto
rendimiento desarrollados, especialmente la
secuenciaciéon de nueva generacién (NGs), ha
posibilitado la secuenciacién de genomas en-
teros a un costo razonable. Este trabajo dara
una idea del esfuerzo de la Junta Malasia de
Cultivadores de Palma de Aceite (MpoB) en el
uso de herramientas de la biotecnologia mo-
derna para entender la composicién genética
de la palma de aceite, con miras a usar esta
informacién para mejorar la eficiencia del me-
joramiento genético y del cultivo de tejidos de
palma de aceite.

Generacion de etiquetas de
secuencias expresadas (EsT)

Las etiquetas de secuencias expresadas (EST),
se generan mediante la secuenciaciéon par-
cial de clones complementarios de ADN (ADNC)
seleccionados de manera aleatoria. Adam
et al. (1991) demostraron esto por prime-
ra vez y mostraron que de 150 a 400 bases
eran suficientes para proporcionar una pare-
ja con secuencias en las bases de datos pu-
blicas y proveer una identificaciéon preliminar
de los abNc. La metodologia es una forma
econémica de entender la expresion génica
(Fields, 1994) y para el descubrimiento de nue-
vos genes (Verdun et al., 1998). Antes de los
proyectos de secuenciacién de transcriptomas
y genomas completos, la estrategia de las EST
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fue eficaz en la identificacién de nuevos genes,
como se demuestra en Arabidopsis (Hofte et
al., 1993), arroz (Sasaki et al., 1994) y soya
(Shoemaker et al., 2002).

A mediados de la década de 1990, el mpoB
emprendié un programa para generar EST de
palma de aceite como medio para identificar y
marcar los genes (Cheah, 1999). En ese tiem-
po existia minima informacién sobre los genes
de palma de aceite en las bases de datos pu-
blicas, y el modesto inicio del mpoB fue ayudar
a mejorar la base de conocimientos sobre la
porcién expresada del genoma de palma de
aceite. Inicialmente, se secuenciaron cerca de
6.500 clones de AbnNc a partir de diversos teji-
dos, tales como el mesocarpio, la almendra, la
flor y la raiz (Singh et al., 2001).

Posteriormente, en la medida en que la im-
portancia de la palma de aceite clonal se hizo
mas evidente (Ong-Abdullah y Ooi, 2006 y
2007), el programa de est T se concentré en
entender la expresién génica durante el cultivo
de tejidos. A este respecto, un total de 17.599
EST se generaron a partir de callos embriogé-
nicos, no embriogénicos y tejidos embrioides
(Low et al., 2008). Se analizaron los genes
para identificar cerca de 9.560 unigenes a los
cuales se les asignaron funciones basadas en
similitud y anotaciones de ontologia génica.
Més importante atn, mediante el anélisis Nor-
thern digital, también se identificaron en el es-
tudio anterior clases-grupos de genes diferen-
cialmente expresados en callos embriogénicos
y no embriogénicos.

Las etiquetas de secuencia
expresada (EST) como fuente de
marcadores moleculares

Ademas de proporcionar un mejor entendi-
miento de los genes involucrados en los di-
ferentes tejidos y etapas de desarrollo de la
palma de aceite, las EsT también resultaron ser
una valiosa fuente de marcadores moleculares.
Los clones de abnc fueron una excelente fuen-
te de marcadores de longitud de fragmentos
de restriccion (rRFLP, por su sigla en inglés), tanto
para la huella genética como para la cartogra-
fia genética.
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Figura 1. Evaluacion de la fidelidad de un cruce autofecundado controlado. Las pal-
mas que tienen bandas (indicadas por «) que no se encuentran en la palma parental
(P) probablemente son ilegitimas debido a la contaminacion por polen.

En experimentos de la huella genética, las son-
das de apNc utilizadas como marcadores pu-
dieron identificar facilmente las palmas “ilegi-
timas” en un cruce controlado (Figura 1). Esta
es una sencilla pero importante aplicacién de
los marcadores en el mejoramiento de palma
de aceite para evaluar la fidelidad de los cruces
controlados sembrados en el campo. Las son-
das ADNC-RFLP resultaron especialmente Uutiles
para limpiar la poblacién para el mapeo gené-
tico al identificar las palmas ilegitimas (Singh
et al., 2008a). Mas importante aln, los clones
de abNc mostraron suficiente polimorfismo
para ayudar a construir un mapa genético para
una palma Ténera autofecundada, lo que pro-
porciond el primer mapa publicado de palma
de aceite con marcadores especificos por ge-
nes (Singh et al., 2008a).

La emergente popularidad de los ensayos
basados en pcr impulsé al mpoB para analizar
detalladamente la coleccién de EST en busca
de marcadores microsatélites (ssr). Con base
en el andlisis de cerca de 9.560 unigenes, Low
et al., (2008) identificaron 648 microsatélites

no redundantes. Entre los motivos de repeti-
ciones de dinucleétidos identificados, las re-
peticiones AG/cT fueron las més comunes en el
conjunto de datos, mientras que AAG/cTT fue la
repeticion de trinucleétidos de palma de acei-
te que ocurri6 con maés frecuencia. Singh et
al., (2008b) y Ting et al., (2010) demostraron
la eficacia de los marcadores EST-SsR para eva-
luar la diversidad genética del germosplasma
de palma de aceite y también mostraron su
transferibilidad entre las especies y taxones de
palma.

Es interesante notar que los marcadores
EST-ssR también pueden servir como una he-
rramienta de control de calidad en el proceso
del cultivo de tejidos de palma de aceite. Algu-
nas veces son inevitables los errores humanos
que hacen que los cultivos se mezclen, dado el
gran numero de cultivos que se manejan a diario
en el laboratorio. Estos errores, sin embargo,
deben rectificarse y los cebadores sskr emplea-
dos pudieron distinguir entre los ramets y los
“solitarios (rogues)” cuando sus perfiles ssr se
compararon con el ortet (Figura 2).

Ramet

Figura 2. Deteccion de mezcla de cutivos. El simbolo * denota una muestra que no se origin6 del ortet.
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Microarreglos de ADN

La disponibilidad de un gran nimero de se-
cuencias EST generadas de diversos tejidos de
palma de aceite brindaron la oportunidad de es-
tablecer un programa de microarreglos de ADNC
en el ano 2000 (Oai et al., 2001). La tecnolo-
gia de arreglos de abNc fue desarrollada para
explorar la funcién putativa de las EsT dispo-
nibles mediante un anélisis de expresién glo-
bal. El arreglo de AbNc desarrollado en el mpoB
tuvo 6.714 fragmentos de genes y 363 con-
troles impresos en ldminas de vidrio (Singh et
al., 2011). Como la mayoria de los fragmen-
tos de genes fueron identificados a partir de
las diferentes etapas de desarrollo del cultivo
de tejidos, el arreglo resulté util para el des-
cubrimiento de genes potencialmente ligados a
la amenidad (amenity) del cultivo de tejidos y la
anormalidad floral (Chan et al., 2005; Low et
al., 2006; Sambanthamurthi et al., 2009).

Los estudios de expresién mediante este
arreglo han mejorado nuestro entendimiento
de los eventos moleculares asociados con la
callogénesis y embriogénesis del cultivo de
tejidos de palma de aceite. Se identificaron
para investigaciones posteriores un nimero de
genes que exhiben perfiles de expresion inte-
resantes durante las primeras etapas de desa-
rrollo de los explantes (experimento de curso
temporal), y también en las etapas posteriores
de desarrollo del cultivo de tejidos, tales como
callo embriogénico (cE), callo no embriogénico
(cNE), poliembrioide (EMB) y brotes.

En el experimento de curso temporal, la
perfilacién de la expresién en las primeras eta-
pas de los explantes de hojas del cultivo de te-
jidos en el Dia 0, Dia 7, Dia 4 y Dia 21 result6é
en la identificacion del 7 al 10% de los genes
diferencialmente expresados en cada punto de
tiempo (Low et al., 2006). La expresioén de ge-
nes, tales como la proteina de choque térmico,
una proteina relacionada con la patogénesis,
la MmaP quinasa 5 y una proteina de floraciéon
temprana, aumentd después de siete dias en
el medio de induccién de callos (Sambantha-
murthi et al., 2009).

El estudio de expresion se extendidé a las
etapas posteriores de desarrollo del cultivo de
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tejidos. Un grupo de genes se preselecciond
a partir del anélisis de agrupamiento jerarqui-
co de los datos del microarreglo. Estos genes
podrian usarse para diferenciar los cNE de los
otros materiales del cultivo de tejidos (Low et
al., 2006). Se estan realizando esfuerzos para
validar el patréon de expresion de estos genes
mediante la pCR cuantitativa en tiempo real.

Secuenciacion del espacio
génico de palma de aceite

A pesar de su popularidad y répido éxito, un
exhaustivo andlisis de los datos secuenciados
revel6 que la secuenciacién de EST es de valor
limitado después de que las primeras miles de
secuencias se han obtenido, y solo puede al-
canzar una cobertura parcial (menos del 50%
de todos los genes) incluso cuando se generan
millones de secuencias de EST. Ademas, las se-
cuencias reguladoras que controlan la activi-
dad de los genes no se muestrean en absoluto
por este procedimiento.

Asi pues, el mpoB estableci6 que, ademaés
del esfuerzo de las EST, era necesario acele-
rar la secuenciacién de los genes de palma
de aceite a través de un método mas rapido
y eficaz. En este sentido, el mpoB empled una
tecnologia de secuenciacién conocida como
GeneThresher™, que permite la seleccién pre-
ferencial de esas regiones del genoma que
codifican los genes y su regiones reguladoras
(Rabinowicz et al., 1999). Esta técnica elimina
las secuencias repetitivas, mientras el espacio
génico hipometilado mucho maés pequeno es
secuenciado, lo que lleva a un descubrimiento
génico completo a un costo muy reducido.

El proyecto generd alrededor de 400.000
secuencias de fragmentos gendémicos a par-
tir de genotecas filtradas GeneThresher® o de
genomas completos (no filtradas). Las genote-
cas no filtradas se crearon para determinar la
eficacia de las genotecas filtradas GeneThres-
her®. Luego se analizaron detalladamente
el ensamble y las secuencias individuales en
busca de microsatélites (ssr) y polimorfismos
de un solo nucleétido (snp). A la fecha, se han
identificado cerca de 86.000 secuencias que
contienen ssr y 29.913 snp de buena calidad.
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Los marcadores sNP y ssR se estéan explotan-
do como marcadores codominantes para su
asignacion en los mapas genéticos existentes.
Los mapas de alta densidad han permitido la
identificacion de marcadores ligados a impor-
tantes caracteres como el color del fruto. Las
secuencias también ofrecen una gran oportu-
nidad para que el MpoB realice investigaciones
en biologia in silico para identificar a los pro-
motores de ADNc parciales, ADNc de longitud
completa y genes de interés (Ooi, Feshah y
Ong-Abdullah, 2010).

Hacia la secuenciacion de
genomas completos

La introduccién de la tecnologia de secuencia-
ciéon de nueva generacion (NGs) y con ella una
reduccién sustancial en los costos de secuen-
ciacién, han permitido secuenciar genomas
completos. El mpoB y sus colaboradores (Orion
Genomics, Universidad de Washington en San
Luis, Mogene (todas en Estados Unidos) y Ma-
crogen (Corea del Sur) emprendieron un pro-
grama para secuenciar tres genomas de palma
de aceite mediante la tecnologia NGs.

La iniciativa del mpoB anade valor a los es-
fuerzos anunciados por algunas empresas pri-
vadas. Ademas de los tres genomas, el MpPOB y
sus colaboradores también estéan secuencian-
do los transcriptomas de mas de treinta tejidos
de palma de aceite.

No hay duda de que el mpoB tendré en su
poder una coleccién completa de informacién
del genoma de palma de aceite que se explo-
raré para identificar la ubicacién de los genes
que controlan caracteres agronémicos impor-
tantes como el color del fruto. La explotacién
de los datos del genoma completo constituira
la base para el desarrollo de variedades nuevas
y mejoradas de palma de aceite.

Citogenética molecular

La investigacién en el érea de la citogenética
molecular se inicié en el mpoB para facilitar el
programa de mejoramiento de hibridos. La téc-
nica de hibridacién in situ gendémica (GisH, por
su sigla en inglés) se desarrollé para distinguir
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los juegos de cromosomas tanto de E. oleifera
(o) como de E. guineensis (g) en los hibridos
OxG (Madon, Clyde y Cheah, 1999). En estos
hibridos, igual nimero de cromosomas de E.
oleifera y E. guineensis (dieciséis cada uno)
se heredan. Las progenies de retrocruzamien-
to, en cambio, pueden tener un genoma con
todos los 32 cromosomas originalmente de E.
guineensis (2n=32) o un namero variable de
cromosomas de E. oleifera para un maximo
de dieciséis.

La variabilidad en el nimero de cromoso-
mas parentales se evalia mediante la técnica
GIsH, seguido de la seleccién de palmas ade-
cuadas para entrecruzamiento posterior. Esto
podria ayudar a reducir el nimero de ciclos
de entrecruzamiento necesarios para intro-
gresar los caracteres deseables de E.oleifera
a E. guineensis. Un nimero de progenies
de retrocruzamiento que se han identificado
como de alto rendimiento, se estan tamizan-
do para seleccionar palmas adecuadas para
posterior entrecruzamiento con el parental E.
guineensis.

El conocimiento sobre el contenido de ADN
es también importante en el &mbito de la in-
vestigacion gendémica. Mediante citometria de
flujo y fronda -1, Madon et al. (2008) estable-
cieron en 3,86 * 0,26pg el contenido promedio
de abN 2C de E. guineensis. Aunque se repor-
t6 que el ADN de una E. oleifera procedente
de Surinam era cerca de la mitad del de E.
guineensis, esto probablemente se debi6é a
dificultades técnicas encontradas durante el
procesamiento de las muestras de E. oleifera
de Surinam. La evidencia reciente de los es-
fuerzos de secuenciacién apuntan al hecho de
que el tamano del genoma de E. oleifera no es
muy diferente del de E. guineensis.

Conclusion

Hasta hace poco, los cientificos agricolas, in-
cluidos los mejoradores de palma de aceite y
los agronomos, han utilizado principalmente
el fitomejoramiento hibrido convencional para
mejorar continuamente el rendimiento. Aun-
que los resultados han sido sobresalientes,
se estan exigiendo beneficios adicionales en



la productividad agricola a un ritmo cada vez
mas rapido, debido a los continuos cambios
en las practicas agricolas y en las preferencias
de los consumidores.

Las herramientas genémicas modernas per-
miten alcanzar amplios conocimientos sobre
los caracteres biolégicos de una especie que
puede explotarse para mejorar la productivi-
dad y obtener mejor calidad de los produc-
tos. El desarrollo de marcadores molecula-
res, los cuales no son especificos por tejidos
ni por fases, servird de base para el desarrollo
de métodos obijetivos de seleccién e introgresion
asistida por marcadores. La disponibilidad de
sondas para caracteres de interés en palma
de aceite permitird a los mejoradores seleccio-
nar en la etapa de vivero, y asi reducir los cos-
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tos y el periodo de tiempo de los programas de
mejoramiento.

Las herramientas citogenéticas como la GisH
ayudaran al programa de mejoramiento de hi-
bridos, mediante la eliminacién de segmentos
cromosOmicos no deseados del parental do-
nante o la seleccién de mas regiones cromosé-
micas de los parentales recurrentes. La exitosa
secuenciacion del genoma de palma de aceite
tiene un significado adicional, ya que propor-
ciona una base sélida para el mejoramiento
guiado por la genémica de la palma de aceite.
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