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Resumen

Dentro de las actividades de internacionalizacién de Cenipalma, del 26 al 30 de agos-
to, una misién técnica del Centro, junto con un grupo de palmicultores, participé en
el International Palm Oil Congress (Pipoc 2007). Por esta razén, y en atencion a la
estrategia de comunicaciéon del Centro, que busca mantener actualizado al sector
palmicultor colombiano con los avances tecnolégicos mostrados en este tipo de even-
tos, se presenta una revisién relacionada con biotecnologia en el cultivo y el estado
actual de Cenipalma en esta area de conocimiento. En el evento, se presentaron diez
conferencias y 24 pésteres. Los temas incluyeron i) uso de transgénicos para multiples
propositos, incluidos aquellos de interés para las industrias farmacéutica y médica; ii)
la necesidad de transgénicos en la agricultura, en particular, para actuar frente a pro-
blemas fitopatoldgicos; iii) el aislamiento de genes de interés; iv) el cultivo de tejidos y
el estudio de las aberraciones resultantes de los procedimientos in vitro; v) el empleo
de los marcadores moleculares para apoyar estudios de caracterizacién de diversidad
genética y brindar soporte en seleccién asistida por marcadores y vi) los desarrollos y
aplicaciones generadas mediante bioinformatica.

Summary

Inside the internationalisation activities of Cenipalma, from 26 to 30 August, a technical
mission, together with a group of oil palm growers, participated in the International
Palm Oil Congress (Pipoc 2007). For this reason, and attending to the communication
strategy of Cenipalma that looks for keeping informed the Colombian oil palm sector
about technological advances showed in this kind of events, here it is presented a short
review related to the biotechnology in the oil palm crop and the current situation of
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Cenipalma in this area of knowledge. Ten conferences and 24 posters were presented. Topics included:
(i) use of transgenics for multiple purposes, including those of interest for pharmaceutical and medical
industries; (i) the necessity of transgenics in agriculture, in particular, in order to surpass phytopathological
problems; (iii) isolation of genes of interest (iv) tissue culture and study of aberrant plants resulting of in
vitro procedures; (v) use of molecular markers to support characterisation of genetic diversity and marker
assisted selection; and (vi) developments and applications of bioinformatics.
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Introduccion

Desde hace varios lustros, los impactos mas notables
en biotecnologia de palma de aceite los ha producido
el Malaysian Palm Oil Board (MPOB) y en menor
medida el Centre de Coopération Internationale
en Recherche Agronomique pour le Dévelopment
(Cirad). Durante el Pipoc 2007, la tendencia continda
(Rocha, 2005) y MPOB presenta la mayor cantidad de
trabajos en esta area. Por ejemplo, en transformacion
genética de palma de aceite, ésta es la institucion lider
en el mundo.

Transgénicos

La transgénesis es una tecnologia cuyo desarrollo,
aunque promisorio, se vio truncado en el pasado
reciente por desinformaciéon y campanas sociales
y politicas que respondieron mas al temor que a la
evidencia cientifica. Sin embargo, esta actitud est&
cambiando y de hecho se aprecia una tendencia a
recuperar el tiempo perdido y a explotar de manera
racional dicha tecnologia.

Una de las maneras mas practicas de utilizar la tec-
nologia transgénica en plantas, en particular en palma
de aceite, es mediante la manipulacion de rutas me-
tabdlicas (érea conocida como ingenieria metabdlica).
Para hacer ingenieria metabdlica es necesario tener, en-
tre otros factores (Rocha, 2004), i) conocimiento de las
rutas metabdlicas para alterar, ii) acceso a los genes que
codifican para las enzimas involucradas en cada paso
de una ruta particular y los vectores construidos para
introducir esos genes, iii) uso de un sistema eficiente
de transformacién genética (mediante bombardeo
de particulas o Agrobacterium) y iv) disponibilidad de
protocolos de regeneracion eficaz (tecnologia de cultivo
de tejidos) para la planta a utilizar.
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En Pipoc 2007 la tendencia a hacer ingenieria
metabdlica en palma de aceite es bastante clara.
Experimentos de clonacién y expresiéon de genes
biosintéticos; resultados de transformacién genética;
desarrollos en cultivo de tejidos y la implementacion
de herramientas para la deteccién de transformantes
fueron temas con figuracién destacada. Asi, es prob-
able que en un futuro cercano se obtengan resultados
de enorme aplicacién para el manejo del cultivo y la
generacion de productos de valor agregado extraidos
gracias a la manipulacion genética del cultivo, por
ejemplo, aceite con bajo contenido de acido palmitico
y alto de &cido oleico, (Bohari et al., 2007).

Una de las conferencias con mayor visién al futuro
estuvo a cargo del profesor Dr. Dirk Prifer (Fraun-
hofer Institute for Molecular Biology and Applied
Ecology), quien trat6 el tema del uso de plantas para
la produccién de proteinas recombinantes (estrategia
conocida con el nombre de molecular farming). Dicha
tecnologia busca explotar la transgénesis como una
herramienta para expresar proteinas complejas a es-
cala industrial utilizando como “reactor” el cultivo de
plantas de interés. En el caso particular de la palma,
el hecho de que sea un cultivo perenne adaptado
para producir grandes cantidades de metabolitos
(aceites, vitaminas, etc.), el alto contenido de aceites
y los procesos de extraccion ya establecidos a escala
industrial, lo convierte en un objeto apropiado para
manipulacién genética (Noll et al., 2007).

Algunos de los objetivos para emplear esta tecnologia
en palma incluyen la produccion de anticuerpos PIPP
contra la gonadotropina coriénica humana, los cuales
pueden ser usados en pruebas de embarazo y en
diagnéstico de cancer; la produccién de albimina
sérica humana y la generacién de anticuerpos D12 que
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reconocen a la adhesina bacterial SAl/ll, una proteina
de la superficie celular de Streptococcus mutans, que
hace posible la colonizacion de esta bacteria en la
cavidad bucal, permitiendo de esta manera producir
vacunas contra la caries dental. Si bien las perspectivas
son futuristas, es de anotar que en Colombia se cuenta
con uno de los pioneros del grupo que desarrollé
dichos trabajos empleando cultivos de arroz como
modelo (Torres et al., 1999; Stoger et al., 2000).

Siguiendo la linea de la transformacién genética y su
utilidad en agricultura, el doctor John Manners (Csiro,
Australia) mostré la importancia y la necesidad de la
transgénesis como estrategia para entender y utilizar
los mecanismos de resistencia a patégenos y en-
fermedades en plantas. Aunque no presenté referencia
alguna a experimentos de biotecnologia en palma de
aceite, el mensaje fue una motivacién para la utiliza-
cién del misma en la resolucién de los problemas que
afectan al cultivo (Manners, 2007).

La ingenieria metabdlica esté incursionando en palma
de aceite y para sobrepasar los problemas propios de
la biologia de la palma utiliza como modelo de pruebas
a Arabidopsis thaliana (Masani et al., 2007). Dicha
estrategia es acertada y ha sido demostrada con la
produccién de plasticos biodegradables (polihidrox-
ibutirato: PHB y polihidroxibutirato-co-valerato: PHBV)
en hojas de palma (Hanin y Parveez, 2007). Si bien
la transformacion mediante bombardeo de explantes
de hojas de palma ha sido eficiente, se desarrollan
nuevos protocolos, por ejemplo, la transformacion de
plastidios, para evitar la tendencia a introducir copias
multiples del transgen y los rearreglos de los mismos
en el genoma cuando se utiliza bombardeo (Rasid et
al., 2007a).

Ciertamente la transgénesis y la ingenieria metabdlica
estan avanzando. Sin embargo, es necesario clonar mas
genes con el objeto de tener una fuente amplia de enzi-
mas que pueda ser utilizada con diferentes propdsitos.

Clonacién de genes

Se presentaron varios reportes sobre clonacién de
genes individuales y de grandes grupos de genes en
determinados tejidos. Por ejemplo, Rasid y colabora-
dores (2007 b) presentaron la clonacién (aislamiento),
mediante transcripcion reversa y reaccion en cadena de
la polimerasa (RT-PCR) con cebadores degenerados, y

la secuenciacién de los genes que codifican para las en-
zimas lycopene B-cyclase (Icyb) y lycopene e-cyclase
(Icye), involucradas en la ruta metabdlica de produccion
de carotenoides, en particular licopeno (Rasid et al.,
2007b). Este trabajo se constituye en el primer esfuerzo
por elucidar y entender la ruta metabdlica de los caro-
tenoides en palma. Ademas, la caracterizacién de estos
genes y el entendimiento de su regulacién en palma
de aceite (mediante estudios de expresion usando PCR
en tiempo real en tejidos de mesocarpio) tienen impli-
caciones de importancia para realizar modificaciones
genéticas de la ruta productora y de acumulacién de
licopeno mediante transgénesis.

De igual manera, se presentaron resultados de ex-
perimentos de la expresion diferencial de siete genes
expresados en palmas afectadas por Ganoderma y
de la caracterizacion de metabolitos, especificamente
compuestos fendlicos, cuya presencia se induce
durante la interaccién planta-patégeno (Arif et al.,
2007). Con esta informacion se da un paso més hacia
el entendimiento de los mecanismos moleculares y
fisiolégicos de esta enfermedad. Es importante men-
cionar que esta estrategia de trabajo es en esencia
la misma que utilizard Cenipalma para entrar en la
nueva fase de estudios de Pudricién de Cogollo (PC)
y Marchitez Letal (ML).

MPOB se ha enfocado en identificar genes que se
expresan de manera constitutiva en tejidos de palma
de aceite. Para esto se estudian, mediante Northern
reverso e hibridacion Northern, los patrones de ex-
presion de clones de ADN complementario (ADNc)
que previamente han mostrado expresién no diferen-
cial mediante el empleo de la tecnologia de microar-
reglos (Masura y Parveez, 2007).

La composicién de acidos grasos podria ser modifi-
cada si se manipulan las enzimas involucradas en su
biosintesis. Por esta razén, MPOB desarrolla experi-
mentos de clonacién de genes involucrados en estas
rutas. Es asi como Syahanim et al. (2007) reportan el
aislamiento del ADNc que codifica para la oleil-CoA
desaturasa en palma de aceite, un gen de 1510 pares
de bases (pb) obtenido del mesocarpio en desarrollo
mediante RACE-PCR (rapid amplification of cDNA
ends - polymerase chain reaction).

Un reporte de especial interés fue el relacionado con
el aislamiento de la secuencia promotora del gen
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que codifica para la enzima estearoil-ACP desaturasa
(SAD), enzima que participa en la produccién de acidos
grasos insaturados. Un clon gendémico de 1074 pares
de bases (pb) fue analizado con herramientas de bio-
informética y permiti¢ la identificacién de elementos
reguladores de diversas clases (por ejemplo, factores
de transcripcién MYB) previamente reportados para
otros genes de plantas (Othman et al., 2007).

En el mesocarpio de
frutos maduros se
encuentran lipasas
endbgenas que de-
gradan triacilglice-
roles, lo cual causa
el deterioro de la
calidad del aceite.
Asi, con el objeto de
identificar mecan-
ismos relacionados
con la calidad del
aceite, se report-
aron experimentos
de identificacion de
genes, mediante la
blsqueda en colec-
ciones de Expressed
Sequence Tags
(ESTs) expresados
en mesocarpio de
fruto de palma, que
codifican para lipasas (Nurniwalis et al., 2007). Adi-
cionalmente se presentaron estudios de expresién de
genes que codifican para lipasas con sus correspondi-
entes evaluaciones bioquimicas (Yun et al., 2007).

El doctor John
Manners mostro
la importancia y

la necesidad de
la transgénesis
como estrategia
para entender

y utilizar los
mecanismos de
resistencia a
patogenos y en-
fermedades en
plantas.

Para finalizar con la seccién de aislamiento de genes,
son de mencién los resultados del efecto de la remo-
cién de bases en el extremo 5” del promotor MT3-A
para estudiar el mecanismo que regula la actividad
transcripcional de un gen similar al que codifica para la
metalotioneina, gen que es expresado en altos niveles
y de manera especifica en el tejido de mesocarpio del
fruto de palma de aceite (Izadfard et al., 2007).

Cultivo de tejidos

Con respecto a tecnologia de propagacion clonal, se
presentd la importancia de ésta para cumplir con la
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mision 35:25 (35 ton RFF/ha y 25% de TEA) y la es-
trategia para replantar nuevas &reas con clones (Shari-
fah y Othman, 2007). Dentro de esta misma é&rea,
se presentaron estudios de microscopia electrénica
(Universita di Pisa, Felda y MPOB) sobre el fenémeno
de variacién somaclonal como consecuencia del cul-
tivo in vitro y su efecto sobre la reprogramacién de
procesos tales como el desarrollo floral (Giorgetti et al.,
2007). De igual manera, se present6 la metodologia de
Representational Difference Anélisis (RDA, NovoMark
Technologies) en palma de aceite (Cullis et al., 2007),
con el objeto de identificar marcadores moleculares
asociados al fenotipo aberrante (mantled), observado
como consecuencia de la variacién somaclonal ob-
servada en material obtenido via in vitro. Con esta
metodologia se pueden detectar pérdidas de secciones
del genoma, rearreglos, amplificaciones, mutaciones
puntuales y posibles transferencias de genomas entre
organismos. Gracias al contacto establecido es prob-
able que Cenipalma incursione con esta metodologia
en un futuro cercano.

Con respecto al uso de tecnologia de marcadores
moleculares y tecnologia in vitro, se present6 (Jaligot
etal., 2007) el desarrollo de una estrategia combinada
para aclarar los mecanismos epigenéticos respon-
sables de la variacién somaclonal. Dicha estrategia
incluye el estudio de tejidos de palmas normales
y anormales (mantled) mediante: i) evaluacién de
niveles transcripcionales mediante RT-PCR semicuan-
titativo y PCR en tiempo real), (ii) determinacién de
los patrones de metilacion mediante secuenciacion y
(i) inmuno-precipitaciéon de cromatina.

También se presentaron resultados relacionados
con la clonacién de E .oleifera a partir de explantes
provenientes de hojas y empleando cultivo en medio
sélido (Zamzuri y Siti Rahmah, 2007). En dicho ex-
perimento utilizaron 37 muestras de explantes de 22
ortets. La metodologia reportada permite regenerar
plantulas completas.

Marcadores moleculares: seleccion
asistida y evaluacion de diversidad
genética

Billotte y colaboradores (2007) reportan, de manera
muy general, dos nuevos marcadores tipo AFLP (P9 y
P10) que estdna 1,0y 2,2 centimorgans (cM) del alelo
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Sh- (pisifera) y otros dos (P5 y P12) que estan a 4,1
y 6,4 cM del alelo Sh+ (dura). En un futuro cercano,
Cirad patentara estos marcadores, muy seguramente
en Malasia, Indonesia, Colombia, Costa Rica y otros
paises en los que hayan casas productoras de semilla
o centros de investigacion en palma de aceite. Sin
embargo, es necesario esperar a la validacion de los
mismos en diversos cruces (Billotte et al., 2007) para
que los interesados puedan entrar a negociar el acceso
a dicha informacion.

Maizura y colaboradores (2007) reportan la con-
struccion de un mapa para una progenie de hibrido
interespecifico OxG, E. oleifera de Colombia (c6digo
UP1026) y E. guineensis de MPOB-Nigeria (c6digo
T128), con el objeto de identificar genes asociados a
calidad de aceite. Con 412 marcadores encontrados,
se reportaron QTL (Quantitative Trait Loci) asociados
con indice de yodo, C14:0, C16:0, C16:1 y C18:0.

MPOB ha iniciado un programa de recursos genéticos
en palma de aceite que incluye coleccion, conser-
vacion, evaluacion y utilizacién de germoplasma de
palma de aceite. En Pipoc 2007, se reportaron re-
sultados de la estimacién de variabilidad genética, con
base en EST-SSR, y la determinacién de la estructura
genética de las colecciones de germoplasma (Yaakub
et al., 2007). Adicionalmente, se reportan estudios
sobre la variacién genética entre genotipos parentales
y sus progenies basado en marcadores microsatélites
(SSR, Norziha et al., 2007). De manera similar, Ceni-
palma present6 dos trabajos de caracterizaciéon mo-
lecular (Figuras 1y 2) mediante microsatélites (SSR),
de los bancos de germoplasma de E. guineensis de
diferentes origenes (Figura 1; Rochay Rey, 2007b) y de
E. oleifera proveniente del Amazonas (Figura 2; Rocha
y Rey, 2007b). Es de anotar que es la primera vez que
Cenipalma participa con trabajos en biotecnologia en
este evento (Figura 3).

Es importante mencionar los estudios que sobre
variabilidad genética de Ganoderma se realizan en la
actualidad (Nusaibah et al., 2007) con el objeto de
re-evaluar la identificacién morfol6gica. Mediante la
evaluacién de diez combinaciones de cebadores AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) en 12
aislamientos de cuatro especies distintas se ha obser-
vado considerable variacion inter e intra especifica. Sin
embargo, los resultados indican que las especies pa-

togénicas tienen un alto grado de similaridad genética,
es decir, estdn muy relacionadas entre si.

Bioinformatica

Con respecto al uso de informética en agricultura, se
hizo la presentacién del Malaysian grid computing
(MIMOS), un sistema que busca generar aplicaciones
de utilidad para atender desde los frentes propios del
cultivo hasta lo relacionado con investigacién biotec-
nolégica del mismo (Weng et al., 2007). También
se present6 la plataforma SynaBASE (Synamatix).
empleada para la caracterizacion répida y eficiente de
genomas y transcriptomas de plantas (Anwar, 2007).
Aungue los detalles técnicos de la bioinformética son
relativamente complejos para quien no es especialista,
ciertamente los resultados pueden tener un enorme
impacto para el experto en biologia. Por esta razén,
la tendencia es fortalecer esta érea y generar herrami-
entas amigables y de manejo sencillo para dejar de
lado la programacién y enfocarse mas a la explicacion
de fenémenos bioldgicos y la utilizacién racional y
eficiente de enormes cantidades de informacion.

Consideraciones finales

Hasta el momento Cenipalma ha incursionado en
muy pocas é&reas de la biotecnologia. Sin embargo,
son notables sus resultados en la utilizacién de marca-
dores moleculares para evaluar la diversidad genética
de palma (Rocha y Rey, 2007a; 2007b; Rocha et al.,
2007; 2005; Montoya et al., 2005). Por esta razén y
dentro de la nueva estructura del Centro, la Division
de Biotecnologia continuara con el apoyo al programa
de fitomejoramiento mediante la aplicaciéon de mar-
cadores moleculares para la evaluacion de materiales
provenientes del banco de germoplasma e incur-
sionaré en la utilizacién de estas herramientas para
estudio de microorganismos con el objeto de brindar
apoyo a los programas de patologia. Se estableceran
proyectos que integren bioinformética con aislamiento
de genes mediante RT-PCR y ensayos con proteinas
con el fin de complementar algunas de las actividades
de investigacién del Centro en otras areas. También
se ha programado el comienzo de transgénesis, en un
principio se realizaran los tramites legales para acceder
a la autorizacién por parte del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) y posteriormente los experimentos
estaran enfocados en pruebas de concepto.
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Figura 1.

Programa de mejoramiento en Cenipalma, Colombia: Una

ruta hacia la sostenibilidad.
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Figura 3. Detalle de la sesion de presentacion de trabajos.
En primer plano: Pedro Rocha (Cenipalma) y
Rajinder Singh (Mpob)”.
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Para finalizar, hasta hace algunos anos, la participacién
de Cenipalma en Pipoc era muy reducida y particu-
larmente en biotecnologia era nula. Sin embargo, la
importancia de esta area, los avances metodoldgicos,
las nuevas tendencias y herramientas, los contactos y
las posibilidades de trabajo colaborativo convierten a
este evento en una oportunidad tnica y esencial para
los desarrollos de Cenipalma y del gremio palmicultor
en biotecnologia.
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