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RESUMEN

Cirad y su socio francés IRD estén ejecutando un proyecto de largo plazo en multiples
etapas, encaminado a la seleccién asistida por marcadores de la palma de aceite (E.
guineensis Jacq.), para utilizar de forma 6ptima la red existente de experimentos
genéticos en el terreno, mientras se aprovechan los avances recientes en la biotecnologia
vegetal. Generalmente, los proyectos clésicos de mejoramiento molecular se combinan
con herramientas novedosas, para la clonacién y marcacién de genes agrondmicos
clave, como: (i) EST (Etiqueta de Secuencia Expresada) de secuencias de ADNc, (ii)
mapeocal cartografia de clones BAC, (jii) cartografia de ADNc-AFLP, (iv) anélisis
diferencial de ADNc, (v) tecnologia de macro y microalineamientos. Se esta
estableciendo una red de ensayos metodolégicos en el terreno con el fin de validar los
marcadores genéticos/ QTL, para la ejecucién de las estrategias de seleccién asistidas
por marcadores y lograr la cartografia fisica que permita la caracterizacién, clonacién
y rotulacién de los clones Utiles. Al mismo tiempo, el equipo Cirad-IRD esta explorando
los mecanismos moleculares implicitos de la embriogénesis somatica de la palma de
aceite y la variacion somaclonal del manto. La elaboracién de un protocolo de
regeneracion basado en el uso de suspensiones celulares embriogénicas y resultados
fisioldgicos, ha proporcionado un método que permite la produccion a gran escala de
embriones sométicos Unicos que presentan similitudes estructurales con los embriones
cigéticos de semillas. Con el fin de establecer un procedimiento de pruebas tempranas
de conformidad clonal, se realizaron estudios moleculares tanto de los cambios en la
metilacion del ADN genémico como de la expresién genética inducida por el cultivo
de tejidos. En el momento, los esfuerzos se dirigiran al aprovechamiento de este nuevo
conocimiento para el desarrollo de las pruebas de conformidad clonal.
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SUMMARY

CIRAD and its French partner IRD are being implementing a long-term multi-stage project towards the
marker-assisted selection of the oil palm (E. guineensis Jacq.) in order to make optimum use of the
existing network of field genetic experiments while capitalising upon recent advances in plant
biotechnology. Classical molecular breeding projects are originally combined with novel tools, for
the cloning and tagging of key agronomic genes, such as: (i) EST (Expressed Sequence Tag) of
cDNA sequences, (i) physical mapping of BAC clones, (i) cDNA-AFLP mapping, (iv) differential
analysis of cDNAs, (v) macro- and micro-arrays technology. A network of field methodological trials is
being established in order to validate QTL/gene markers, to implement marker-assisted selection
strategies and to pursue physical mapping towards the characterisation, cloning and tagging of
useful genes. In parallel, the CIRAD-IRD team is exploring the molecular mechanisms underlying the
oil palm somatic embryogenesis and mantled somaclonal variation. The development of a
regeneration protocol based on the use of embryogenic cell suspensions and physiology results
has provided a method which allows the production on a large scale of single somatic embryos
displaying structural similarities with zygotic seed embryos. Inorder to establish an early clonal
conformity testing procedure, molecular studies were carried out on both genomic DNA methylation
changes and gene expression induced by tissue culture. Efforts will now being directed towards the

exploitation of this new knowledge in the development of clonal conformity tests.
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INTRODUCCION

Debido a la creciente demanda de palma de aceite,
la escasez de tierra para sembrarla y el previsible
aumento en los costos del cultivo, es necesario poner
a disposicion de los cultivadores material vegetal con
mayor potencial genético. En la actualidad, el mate-
rial vegetal disponible estd compuesto principalmente
por hibridos de Ténera (frutos con cuesco de grosor
intermedio), que son el resultados de cruces entre
tipos Dura (cuesco grueso) y Pisifera (cuesco delga-
do). El grosor del cuesco esté controlado por un gen
monofactorial denominado Sh (Beirnaert y Vanderwe-
yen, 1941). Las estrategias de fitomejoramiento
llevadas a cabo por los productores de semillas estan
encaminadas a la produccién de hibridos de Dura x
Pisifera entre cuyas caracteristicas se encuentren: alta
productividad de aceite con una proporcién superior
de acidos grasos insaturados; baja tasa de crecimiento
del estipite y, en algunos casos, resistencia/tolerancia
a enfermedades como el marchitamiento vascular
causado en Africa por Fusarium oxysporum F. sp
elaeidis (Hardon et al., 1976).

Una caracteristica original de la palma de aceite es
su alta capacidad de multiplicacién a partir de
semillas. La cual permite a los mejoradores construir
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familias de individuos de parientes completos para la
evaluacion efectiva de las habilidades combinatorias
generales y especificas de los progenitores, si se
ensayan en las estructuras apropiadas. Esta calidad,
junto con la coexistencia de varias generaciones de
palmas seleccionadas y de pruebas genéticas estable-
cidas en una amplia red experimental extendida a lo
largo de Africa, el Sureste Asiatico y Latinoamérica,
hacen de la palma de aceite una planta modelo para
la genética cuantitativa del cultivo del arbol tropical.

El esquema de mejoramiento genético ejecutado por
el Cirad y sus socios es una variacién del esquema
de seleccién recurrente reciproca que Comstock et
al. (1949) aplicaron al maiz. Se basa en dos grupos
de genotipos con componentes de rendimiento com-
plementarios: el grupo A (poblaciones Deli, Angola)
y el grupo B (poblaciones africanas), ensayados en
combinacién (Meunier y Gascon, 1972). Las etapas
avanzadas del esquema de seleccién se basan en un
nimero relativamente limitado de progenitores, que
difieren en términos de origen y caracteristicas gené-
ticas. Aunque las técnicas utilizadas aln precisan opti-
mizacion, la propagacion vegetativa por embriogéne-
sis somética desarrollada por el grupo Cirad-IRD ha
abierto el camino para la seleccién clonal y la
distribucién en masa de los mejores progenitores que



no pueden reproducirse a partir de semilla. El avance
genético en términos de produccion de aceite es de
15-18% para el segundo ciclo de seleccién en Cirad
(Cochard et al., 1993), en comparacion con el primer
ciclo, y deberfa presentarse el 30% adicional por
medio de la seleccién clonal de los mejores individuos
obtenidos de las mejores progenies (Baudouin y
Durand-Gasselin, 1991). No obstante, se han enfren-
tado limitaciones inherentes a varios factores, en par-
ticular: (i) la duracién de una generacién para el cultivo
y los largos ciclos de selecciéon (10-12 anos) que
tienen que establecerse en amplias areas experimen-
tales; (ii) el conocimiento limitado de la diversidad
genética y el grado de heterocigocidad del material
ensayado; (iii) la expresion fenotipica compleja de los
principales caracteres fenotipicos que se han
seleccionado; (iv) la imposibilidad de determinar en
la etapa de vivero la variedad de los individuos que se
sembrara, que resulta al no realizar ensayos de indivi-
duos Ténera x Ténera, cuyo 25% de individuos Pisifera
son muy numerosos, y al no sembrar parcelas puras
de Pisifera masculino seleccionado para la produccién
de semilla comercial de Dura x Pisifera.

Ademas de la naturaleza perenne y de las dimensiones
de la planta, la falta de conocimiento del genoma de
la palma aceitera impide el fitomejoramiento éptimo
tradicional. En la actualidad, se tiene una idea clara
de los requisitos, relacionados con un mejor conoci-
miento de la estructura genética de las poblaciones,
la verificacién de la identidad y heterocigocidad de
las progenies, estudios més efectivos de los vinculos
genéticos entre los caracteres seleccionados y, ante
todo, la disponibilidad de ayudas tempranas de selec-
cién (Jones, 1989; Brown, 1993; Jack y Mayes, 1993;
Mayes et al., 1996b, Cheah et al., 1999; Cheah, 2000).

Como cada ciclo de seleccién tiene una duracién
cercana a los 10 anos, el mejoramiento genético es
lento, inclusive habiéndose alcanzado progresos sig-
nificativos en los tltimos 50 anos (Jacquemard et al.,
1997). Se observa una alta heterogeneidad entre los
hibridos y algunas palmas producen 60% mas aceite
que el promedio de la progenie para un cruce dado
(Noiret, 1981). Estas caracteristicas deben considerar-
se junto con una baja densidad de siembra (general-
mente 143 palmas por hectarea) y la necesidad de
establecer viveros de semillas para la produccion de
material de siembra comercial; por tanto, puede
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observarse que el mejoramiento de la palma es inten-
so en mano de obray en tiempo y, por tanto, costoso.
El enfoque biotecnolégico que se le da al mejora-
miento de la palma de aceite ha aumentado en
importancia, en la seleccion asistida por marcadores,
en la micropropagacién y méas generalmente en los
estudios fisiolégicos y moleculares de la expresion
de genes de valor agronémico superior (floracion,
abscision de frutos, etc.). Siguiendo el mandato del
Cirad, éste y el IRD han aprovechado los trabajos en
esta &rea con el objetivo final de desarrollar la
agricultura tropical, obtener, proteger, multiplicar y
diseminar entre los cultivadores el material genético
mejorado de la palma de aceite.

MEJORAMIENTO MOLECULAR

Repaso de las principales investigaciones de
los afos noventa

El mejoramiento molecular puede entenderse como
un procedimiento de mejoramiento diferente que
utiliza la informacién molecular a nivel del ADN o del
transcrito. Generalmente, los marcadores molecula-
res son etiquetas de ADN utilizadas para identificar y
evaluar los genes de interés agronémico en una
planta. Son neutros con respecto al medio ambiente,
y pueden detectarse en cada etapa del crecimiento
de la planta. Los marcadores moleculares son parti-
cularmente Utiles en las especies perennes con ciclos
generativos largos, ya que permiten las pruebas de
seleccion temprana en el material mejorado. Ademas,
desempenan un papel crucial en el aislamiento y clo-
nacién de genes en las especies vegetales, con miras
al disefno y uso de las secuencias de ADNc. El uso de
los marcadores moleculares en la palma de aceite se
inicié principalmente en Malasia y el Reino Unido a
principio de la década del noventa, para la identifi-
cacién clonal y la cartografia genética (Cheah y Wooi,
1993; Mayes et al., 1997). Se desarroll6 de forma
prospectiva, con la presencia de nuevas técnicas:
estudios de diversidad genética de E. guineensis
utilizando RFLP o marcadores RAPD (Cheah et al.,
1991; Shah et al., 1994); genotipificacion de RFLP
de las accesiones de E. guineensis y E. oleifera (Jack
et al., 1995; Mayes et al., 1996a); la busqueda de
marcadores de genes ADNc comprometidos en el
desarrollo floral (Singh y Cheah, 1996, 2000) o genes
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que codifican las enzimas de biosintesis de acidos
grasos (Rashid y Shah, 1996; Shah y Cha, 2000); la
blsqueda de marcadores RAPD de variantes somaclo-
nales (Paranjothy y col., 1993; Chowdhury, 1993; Ri-
val, 1998b); y la deteccion de RAPD de tolerancia a la
pudricién del cogollo (Ochoa et al., 1997). El Instituto
de Fitomejoramiento publicé el primer mapa genético
RFLP de la palma de aceite (Mayes et al., 1997);
aunque era incompleto -con 860 Mc cartografiados
y 24 grupos de ligamiento comparados con 16 pares
de cromosomas-, se constituyé en el primer paso
hacia el uso racional de los marcadores moleculares.
Otro trabajo de
cartografia se realizo
en Brasil (Moretz-
sohn et al., 2000) y
en Malasia (Cheah
et al., 1999; Cheah,
2000).

Al principio, el tra-
bajo de Cirad se
concentré en el ané-
lisis molecular de la
diversidad genética
de E. guineensis uti-
lizado en los progra-
mas de mejoramien-
to genético, con
marcadores isoenzi-
maéticos (Ghesquie-
re, 1983), del ger-
moplasma de E.
oleifera utilizando
ADNc o sondas genémicas RFLP (Barcelos et al.,
1999) y cepas de patégeno de Fusarium oxysporum
F. sp elaeidis responsable de la enfermedad del
marchitamiento vascular, con marcadores RFLP
(Mouyna et al., 1996). Ademas, se estudi6 el uso
conjunto de los indices de seleccion y de los marca-
dores moleculares para optimizar el sistema de mejo-
ramiento (Purba et al., 2000, 2001).

Los marcadores
moleculares han
permitido
enriquecer el
genoma a través
de la seleccién
fenotipica de
caracteristicas
importantes.

Desarrollo en masa de marcadores basados
en microsatélites PCR

Cirad presta atencion especial al uso de técnicas
moleculares que han tenido éxito en otras plantas, y
su posible transferencia a pequefas unidades de
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investigacién en las estaciones experimentales de
palma de aceite en ultramar. Las repeticiones de
secuencias simples (SSR), también llamadas micro-
satélites, son alineamientos en tandem de motivos
nucleétidos simples que son componentes ubicuos
de los genomas eucariéticos (Delseny et al., 1983;
Tautz, 1989; Tautz y Renz, 1984). Heredados de forma
mendeliana (Saghai Maroof et al., 1994; Weissenbach
et al., 1992), su polimorfismo de longitud hiperva-
riable se revela simplemente por la reaccién en cadena
de polimerasa (PCR) utilizando cebadores flanquean-
tes que generan marcadores codominantes.

Smith et al. (1997) describieron la tecnologia SSR
como algo que presenta las ventajas de confiabilidad,
reproducibilidad, discriminacién, estandarizaciéon y
costo-eficacia. El Cirad ha emprendido el desarrollo
en masa de marcadores basados en PCR microsa-
telitales, con el fin de desarrollar estudios de diversidad
genética, identificacion varietal, andlisis de pedigri al
igual que cartografia de los genomas y deteccion de
QTL para las actividades de seleccion asistida por
marcadores. Billotte et al. (1999) elaboraron una téc-
nica rapida y simple para la construccioén de biblio-
tecas enriquecidas con microsatélites a partir de una
metodologia de captura basada en la hibridacion, que
utiliza oligosondas microsatelitales marcadas con
biotina y perlas magnéticas recubiertas con estreota-
vidina. Esta técnica permiti6 la construccién de varias
bibliotecas enriquecidas de palma de aceite (GA)n,
(GT)n o (CCQ)n a partir del ADN genémico total.
Alrededor de 400 pares de cebadores funcionales para
la amplificacién microsatelital en el ADN de la palma
de aceite fueron disenados y caracterizados (Billotte
etal.,2001y2005). Un uso 6ptimo de los marcadores
SSR de E. guineensis se observé en la especie estre-
chamente relacionada E. oleifera. Los andlisis de
datos multivariados mostraron la habilidad de los
marcadores SSR de revelar eficientemente la estruc-
tura de la diversidad genética del género Elaeis de
conformidad con los origenes geogréficos conocidos
y larelacion genética medida en estudios moleculares
previos. Altos niveles de variabilidad genética indicaron
que SSR en E. guineensis es una herramienta pode-
rosa para los estudios genéticos del género Elaeis
que incluye la identificacién varietal y la cartografia
genética intra- o interespecifica. Las pruebas de
amplificacién de PCR, de un subconjunto de otras



16 especies de palmas, y los datos de las secuencias
alélicas mostraron que SSR en E. guineensis son
marcadores putativos transferibles a lo largo de la
unidad taxondémica de la palma y, segln las secuen-
cias flanqueantes conservadas, se trata de un recurso
molecular de utilidad potencial para cualquier investi-
gador que estudia la filogenia de la unidad taxonémica
de la palma. Estos marcadores microsatelitales son
la base principal en la estrategia de seleccion asistida
por marcadores que el Cirad desarrolla para la palma
de aceite, en colaboracién con sus socios.

Estrategia de seleccion asistida por
marcadores para la palma de aceite

Los marcadores moleculares han permitido enrique-
cer el genoma a través de la seleccién fenotipica de
caracteristicas importantes, mediante la seleccién
indirecta sobre la base de marcadores estrechamente
ligados a los genes de interés (Gallais, 1993) y, para
areas experimentales idénticas, se ha logrado mas
répidamente un mayor progreso genético. En térmi-
nos generales, los marcadores moleculares desarro-
llados en la palma de aceite permitiran la evaluaciéon
de todos los progenitores que se utilizan en los
programas de mejoramiento, y seleccionar solamente
aquellas palmas que portan los alelos favorables de
los genes agronémicos -desde la etapa de vivero- para
un mayor mejoramiento o para la produccién de
semilla. Ademés, los marcadores moleculares que se
buscan en todas partes para satisfacer los objetivos
especificos de algunas regiones geograficas (resisten-
cia al marchitamiento vascular en Africa, resistencia
a la pudricién del cogollo en Latinoamérica), una vez
identificados, permitiran seleccionar los progenitores
disponibles y realizar una seleccién asistida por
marcadores del germoplasma mas apropiado para
estas regiones. La mayoria de las caracteristicas
agrondmicas que estan bajo el control de varios genes
que interacttan con efectos menores, se denomina
Locus de un Caracter Cuantitativo o QTL. Poco se
conoce del nimero y del efecto de estos genes, que
lleva a una seleccién fenotipica imprecisa. El concepto
de seleccién asistida por marcadores (MAS) asume
que existe un fuerte vinculo genético entre los
marcadores y los locus de los genes estudiados.
Comprende necesariamente la cartografia genética
previa de las especies (Mohan y col., 1997). Los mar-
cadores estan ubicados en el genoma, de una forma
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suficientemente densa para que cada locus esté
fuertemente unido al menos a uno de estos. En una
segunda etapa, la deteccién del locus y la evaluacion
de los efectos de los genes valiosos se basa en un
estudio de la relacién entre el polimorfismo molecu-
lar de los marcadores y la variaciéon de las caracte-
risticas estudiadas (Charcosset, 1996). En esta etapa,
el valor aplicado de la deteccién de QTL utilizando
marcadores, depende de la adopcion de un diseno
experimental que permite una estimacion del tipo
(aditivo, dominante) y de la estabilidad de los efectos
del QTL (bases genéticas, medio ambiente). La
investigacion biomolecular aplicada a la seleccion
asistida por marcadores de la palma de aceite tiene
un enfoque de largo plazo. Las diferentes etapas
identificadas y emprendidas por Cirad para la palma
de aceite se presentan en detalle mas adelante (Billotte
y Baudouin, 1997).

Establecimiento de un mapa genético de referencia
para la palma de aceite

Ademas de brindar conocimiento adicional sobre el
genoma, el objetivo de trazar mapas de referencia de
una especie dada es la seleccion racional de mar-
cadores y progenitores que se usaran posteriormente
en los planes de seleccion asistida por marcadores.
Un cruce de control de Ténera La Mé x Dura Deli
(LM2T x DA10D) ampliamente utilizada en el sistema
de mejoramiento fue seleccionada por el Cirad para
establecer un mapa de enlaces de ligamiento de alta
densidad de la palma de aceite (Billotte et al., 2005).
Un conjunto de 277 pares de cebadores SSR (256 de
la palma de aceite y 21 del coco) y de 126 pares de
cebadores EcoRI/Msel o Tagl/Hindlll AFLP se utili-
zaron para la genotipificacion de 116 individuos de
este cruce. El mapa se construy6 bajo JOINMAP 3.0
(Van Ooijen y Voorrips, 2001). Un marco denso y am-
plio a escala del genoma de microsatélites, al igual
que de polimorfismos de longitud de fragmentos
amplificados saturados (AFLP), permiti6 la construc-
cién de un mapa de ligamiento que consistia en 255
microsatélites, 688 AFLP y el locus del gen Sh, que
controla la presencia o ausencia del cuesco en el fruto
de la palma de aceite. Se cartografié un marcador
AFLP E-Agg/M-CAA132 a 4.7 cM del locus Sh. Los
944 marcadores genéticos estaban distribuidos en
16 grupos de ligamiento (LG) y cubrian 1,743 cM.
Nuestro mapa de ligamiento es el primero en la palma
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de aceite que tiene 16 grupos independientes de
grupos de ligamiento que corresponden a los 16 pares
de cromosomas homélogos de la planta. Ademas,
es el tnico mapa de ligamiento de alta densidad con
tantos marcadores satelitales en una especie
Arecacea. Asi mismo, representa un paso importante
hacia el anélisis de QTL y la cartografia fisica en la
especie E. guineensis.

Establecimiento paralelo de un mapa de consenso
de progenitores miiltiples

El trabajo tedrico realizado por Muranty (1996 y 1997)
mostré que un mapa de consenso de progenitores
multiples, establecido con varios progenitores (al
menos de cuatro a seis), y de familias de parientes
completos ligadas dentro de un diseno de aparea-
miento factorial o dialélico, es el méas efectivo en la
busqueda de QTL apropiados para su uso en selec-
cién asistida por marcadores. Ademas de garantizar
una deteccién mas precisa en comparacion con un
solo mapa de dos progenitores, debido al anélisis de
una diversidad alélica parental mayor, al igual que un
namero creciente de progenies cartografiadas,
permite igualmente una evaluacion de los efectos del
QTL dependiendo de su tipo (aditivo, dominante) y
de bases genéticas diferentes. Este mapa de proge-
nitores multiples fue establecido por el Cirad en
colaboracién con Socfindo (Indonesia), utilizando
marcadores satelitales en un disefio de apareamiento
factorial completo de 2 x 2 de cuatro progenitores
no relacionados (Figura 1), que se habia observado
para la mayoria de los caracteres de produccion y
vegetativos (Billotte et al., en preparacion). Los cuatro
progenitores pertenecian a la poblacion africana La
Mé (Ténera LM2T), a la poblacién africana Yangambi

Artecadenieg gandlicog —p.-l _:"“ |
Cra
Procseriiores
 ——
canogratsdos
L4 o&alnn L2 6HD
L
Térw Candilgers e 148
La W= L#2T 56 12556 EE B il
J x 78
vangambi | LM7 18 i} 12x72 i
Figura 1. Sistema de cartografia de progenitores
multiples de cuatro familias relacionadas
de parientes completos.
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(Ténera LM718T) y a la poblacién Deli introducida a
Indonesia en el siglo XIX (Dura DA10D, Dura
LM269D). El genoma de cada progenitor era una
mezcla de partes fijas y heterocigotas (es decir, obte-
nidas de intercruces sucesivos, retrocruces o genera-
ciones de autofecundacion de los antepasados). La
poblacion del mapa de progenitores mdltiples con-
siste en cuadro familias parientes completos de Dura
x Ténera, que incluyen la poblacién del mapa de
referencia LM2T x DA10D, utilizada anteriormente
para el establecimiento del mapa de ligamiento de
alta densidad. Cada familia es un cruce sencillo entre
dos progenitores heterocigotos: una hembra de la
variedad de fruto ténera (genotipo Sh-/Sh+), un ma-
cho de la variedad de fruto dura (genotipo Sh+/Sh+).
Cada cruce estuvo representado por 61 parientes
completos Ténera o Dura, entre las palmas en produc-
cién que sobrevivieron (legitimas, normales y sanas).
Un conjunto adicional de 55 parientes completos
LM2T x DA10D completaron el disefio del mapa de
ligamiento, es decir, un total de 299 genotipos.

Se aplicé una metodologia paso a paso para construir
el mapa de consenso de progenitores multiples.
Principalmente, se basé en: 1) La seleccion de 277
locus SSR para la cartografia de ligamiento, que
incluye 255 SSR cartografiados en el mapa de liga-
miento de alta densidad de LM2T x DA10D (Billotte
et al., 2005). Los criterios para seleccionar estos SSR
fueron: (i) una buena distribucion a lo largo del
genoma, con una densidad promedio de 10 a 20 cM,
que es apropiada para el andlisis QTL (Muranty, 1997);
(ii) una proporciéon tan grande como sea posible de
locus comunes a ambos progenitores de un cruce
dado y/o de cruces diferentes, para establecer un
mapa de ligamiento de biprogenitores para cada cruce
y el mapa de consenso de multiples progenitores del
diseno de apareamiento factorial. 2) Un mapa de
ligamiento SSR integrado, establecido para cada
cruce utilizando el software Carthagene (Schiex y
Gaspin, 1997), que de forma simulténea genera y
estima la confiabilidad de varios mapas de probabi-
lidad multipuntos. Cada cruce entre los progenitores
homocigotos se consideré como un cruce doble de
seudo-prueba (Grattapaglia y Sederoff, 1994). La
funcién cartogréfica Haldane se utiliz6 para convertir
las frecuencias de recombinacién en distancias del
mapa (Haldane, 1919). 3) La integracién de los



cuatros mapas individuales de ligamiento en un mapa
Unico de consenso Haldane del disefno factorial,
utilizando Carthagene, gracias a los marcadores
comunes SSR que conectan los mapas individuales
(Figura 2). El mapa integrado SSR para LM2T x
DA10D tenia 16 grupos de ligamiento y 253 locus,
de los cuales 251 eran SSR, el locus Sh 'y su marcador
E-Agg/M-CAA132. Media 1479 cM con una densidad
promedio de marcado de 6 cM. Los mapas de
ligamiento de SSR de los otros tres cruces, se
elaboraron con locus marcadores de 111, 130 y 93,
respectivamente, inclusive con el locus Sh. En prome-
dio, 3 locus SSR eran comunes a los cuatro mapas
en cada grupo de ligamiento (48 en total). El Gnico
mapa de consenso del diseno factorial de 2 x 2
constaba de 253 locus (251 SSR, el locus Sh y su
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marcador E-Agg/M-CAA132). El mapa de consenso
SSR que mide 1731 cM revel6 una buena cobertura
gendmica, salvo en algunos casos en las regiones
distales de los cromosomas. La densidad promedio
del marcador para ese mapa era de 7 cM.

Busqueda de QTL itiles o genes mayores

El QTL (locus de caracteristica cuantitativa) para las
caracteristicas cuantitativas y de rendimiento, se
detect6 al estudiar la correlacién existente entre los
marcadores y los caracteres fenotipicos de los
individuos que pertenecen al mapa de consenso de
progenitores multiples del diseno de apareamiento
factorial de 2 x 2, descrito anteriormente (Billotte et
al., en preparacion). La busqueda de QTL por medio
de cartografia de ligamiento de multiples progenitores

LM2TxDA10D LM2TxLM269D LM718TxDA10D LM718TxLM269D
1 1 1 1 1
0.0 mEgC | R1713— —0.0 mEgC | R1713 —— 0.0 mEgC | R1713 —— 0.0 mEgC | R1713 0.0 mEgCl R1713
9.3 mEgCI R3803 8.3 mEgCI R3803
30.7 mEgCl R3788
134.0 mEgCl R3788
)38 mEGC | R3819™ - o mEQC | R3819,
! \
46.6 mEgCI R3788 ! \ 41.6 mEgCI R3788
/ 56.8 mEgCl R3297 \
60.2 mEQC | Ragig 589 mEgCl R3428 ‘716 mEGC | R3819
74.3 ] mEgCl R3297 52.6 mEgCI R3819
69.7 mEgCI R0399 72.0 mEgCl R3428
7257 > megel R32o7 1747 mEgC | R3813N 61.0 mEgCl RO399
74.8 mEgcl R33te | N81.0 mEgC | R3813y 63.2 mEgCI R3297
83.2 mEgCl R0380 ! \ 66.4 mEgCl R3316
85.27| [Smegel Raszs ! 1850 mEgC | R2763, \ 76.3 -] [~ mEgCl R0380
hi | \ 78.5 mEgCl R3428
97.5 - mEgCI R0268 II ', “ \\
99.3 mEgC | R3813 \ \ 90.9 mEgCl R0268
106.4 mEgCI RO874 | \ \ 101.3 mEgCl R3428 92.7 mEgCl R3813
109.4-T~~mEgCI R0280 I \ \ 102.9 mEgCl RO874
112.81 \mEgCl R3809 ! | \ 107.6”7| [ mEgClI R0280
118.0 :\mEgCI R3782 ! \ 111.9 mEgCI R3809
119.z/_ mEgC | R2763 ‘\ ‘121.2 mEgC | R3813 117.0 mEgCl R3782
124. mEgCl R3847 | 126.8 mEgCl R3809 118.7 mEgCl R2763
\134.0 mEgC | R2763\ 124.7 mEgCl R3847
137.5 mEgCI R3392 141.0 mEgCI R3847 \ 141.0 mEgCI R3809 136.4 mEgCI R3392
\
148.0 mCnCl Ré67 \ 145.9 mC nC | R67
153.4—=— mEgCI R0332 \152.0 mEgC | R2763 152.4 | | mEgCI RO332
154.3 mEgCl R0802 156.5 mCnCl R67 153.3 mEgCl R0O802
160.9 mEgCl R3847
Figura 2. Integracion de cuatro mapas individuales de ligamiento SSR del disefio de apareamiento factorial
de 2 x 2, en un mapa de consenso Unico de ligamiento de progenitores mudltiples, bajo el
software Carthagene (lInra, Francia) — Caso del grupo de ligamiento N° 1.
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se realizé utilizando un nuevo algoritmo, intercruce
MCQTL (Inra, Francia), desarrollado para cruces en-
tre progenitores heterocigotos. El algoritmo, que
actualmente puede utilizarse en otras especies de
polinizacién cruzada, se utiliz6 para ensayar dos
modelos lineales aditivos para busquedas QTL, un
modelo de un solo cruce para manejar cada cruce
sencillo de forma separada, y un modelo interfamiliar
para ligar los cruces mdltiples. La caracterizacion in-
dividual de 26 caracteristicas fenotipicas cuantitativas
comprometidas en el crecimiento y rendimiento
vegetativo confirmé que el determinismo aditivo
genético era pertinente para explicar su variacion en
la palma de aceite. Un conjunto de 84 QTL compro-

metidos en estas

caracteristicas se

Los estudios  identifics por medio

moleculares de un método de
busqueda iterativa a

generé?les (.16 la través del cual los
diversidad modelos podrian

aplicarse a multiples
QTL por cromo-
soma. No se iden-
tific6 ningin QTL
de rendimiento en la
region gendmica
del gen mayor Sh,
una vez que se
corrigieron  los
efectos de ese locus
antes del analisis
QTL. Una compa-
racion de los re-
sultados de deteccién de QTL indicé que el modelo
interfamiliar se mostré eficiente e indispensable,
aunque no se descarté la necesidad del anélisis de
un solo cruce para respaldar la veracidad del QTL
detectado, en el caso de las poblaciones del mapa
de la palma de aceite con pequefios nimeros de
individuos. Se realiz6 un meta-andlisis (Goffinet y
Gerber, 2000) del QTL para definir la proximidad
cromosémica y esbozar su uso potencial en una
estrategia de seleccion asistida por marcadores. La
variabilidad de los efectos de QTL también se deberia
estudiar dependiendo del entorno, con base en la
progenie de control duplicada bajo diferentes con-
diciones agrocliméticas.

genética de la
palma de aceite y
de E. oleifera
americana se
basaran
parcialmente en
marcadores QTL.
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Cirad seleccioné un cruce Deli DA115D x La Mé LM2T
de 232 individuos para realizar la busqueda del QTL
de la tolerancia genética al marchitamiento vascular
(basado en la prueba de tolerancia en el vivero
realizada en Cote d’lvoire, en colaboracion con CNRA
[Centre National de Recherche Agronomique]). La
busqueda de material tolerante a la pudricion del
cogollo en Latinoamérica, también se realizara me-
diante la cartografia genética de los genes tolerantes
en la especie americana E. oleifera (Le Guen et al.,
1991) para lograr su introgresion en E. guineensis
mediante retrocruce asistido por marcadores. Este
Ultimo proyecto se basa en la cartografia genética de
un retrocruce interespecifico de primera generacion
(BC1) para el que se evaluta la resistencia a la pudricién
del cogollo de cada genotipo, mediante la prueba en
el terreno de 200 descendientes clonales que se
sembraron dentro del diseno experimental en un area
fuertemente afectada por la enfermedad.

Validacion de los marcadores moleculares para la
seleccion asistida por marcadores

Los sistemas de ensayos en el terreno (FTS) que
constan de varias poblaciones que utilizaran el Cirad
y sus socios para programas futuros de seleccion
asistida por marcadores, se estan estableciendo
mediante el uso de nuevos disefios genéticos fac-
toriales sembrados en diferentes sitios y que consisten
en varios miles de genotipos y comprometen a los
progenitores més interesantes (familias de parientes
completos). Los objetivos son ensayar la precision
de los marcadores moleculares en las familias de
parientes completos resultantes de bases genéticas
amplias y dedicadas a una amplia identificacién de
diversidades entre y dentro de poblaciones de QTL
mediante el uso tanto de germoplasma de E. guineen-
sis como de E. oleifera. Ademas. Los resultados se
integraran en los programas en curso, de mejora-
miento de la palma de aceite, en forma de una estra-
tegia de seleccion aplicada de caracteres multiples
asistida por marcadores para los genes utiles. Se
utilizaran varios progenitores, incluyendo las palmas
que se sospecha o se sabe que presentan factores de
resistencia genética a enfermedades letales causadas
por Ganoderma o Fusarium oxysporum. Algunas
pruebas ensayaran los retrocruces interespecificos de
primera o segunda generacién para la deteccién asis-



tida por marcadores y la rapida introgresion de carac-
teres importantes de Elaeis oleifera en la palma de
aceite: bajo crecimiento y alta calidad del aceite, pero
también los factores de resistencia genética a las
enfermedades letales como pudricién del cogollo,
ganoderma y marchitamiento vascular. Esta red de
ensayos genéticos en el terreno que se establecié para
validar los marcadores QTL también se dedica a la
implementacion de estrategias de seleccion asistidas
por marcadores, y a la busqueda de la cartografia
fisica para la caracterizacion, clonacién y etiquetado
de los genes utiles. Ademés, los estudios moleculares
generales de la diversidad genética de la palma de
aceite y de E. oleifera americana se basaran parcial-
mente en marcadores QTL, y determinaran el poten-
cial para aplicar la diversidad natural, particularmente
para predecir la heterosis, especialmente a través de
estudios del desequilibrio del ligamiento realizados
en poblaciones naturales o seleccionadas de acuerdo
con la metodologia de Reich et al. (2001), que
primero se aplic6 a los humanos y hoy dia se utiliza
para las especies vegetales (Jannoo, 1999; Remington
et al. 2001).

Genomica estructural y funcional

Los marcadores utilizados para la cartografia en las
especies perennes son principalmente marcadores
neutros dirigidos a ADN gendémico anénimo. Los
marcadores obtenidos en el anélisis de QTL se
determinan a través de un procedimiento estadistico.
Generalmente, solo estan asociados (es decir, mas o
menos ligados) con las caracteristicas de interés. Por
tanto, su uso es limitado en la identificacién del gen
responsable o en la bisqueda de variantes alélicos
maés eficientes del gen, en las colecciones de ger-
moplasma. Diferentes herramientas novedosas se han
desarrollado para el aislamiento de genes, las cuales
se aplican hace poco e incluyen:

(i) EST (Etiqueta de Secuencia Expresada) de secuen-
cias de ADNc - La btsqueda de genes candidato a
través de estudios de expresion es una alternativa, en
la estrategia de cartografia fina fisicogenética, para
el aislamiento de un gen. Con base en el ARN mensa-
jero (ARNm), se refiere a la construccion de librerias
de ARNm expresado, que posteriormente se convier-
te, por medio de RT-PCR, en secuencias de ADNc,
de las que se puede analizar la EST (Etiqueta de Se-
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cuencia Expresada). El laboratorio de Cirad-IRD en
Montpellier ha establecido una coleccién de varias
librerias de ADNc de palma de aceite y EST que
representan genes expresados en tejidos especificos
del fruto y etapas de desarrollo floral de interés (Jouan-
nic et al., 2005). El objetivo es ensamblar un catalogo
extensivo de genes, que pueden seleccionarse por
sus afinidades de secuencia (similitud con los genes
conocidos de interés), a través de diferentes técnicas
de andlisis o0 mediante el uso de seleccién de alta
producciéon con macro o micro alineamientos para
controlar sus patrones de expresion.

(ii) Cartografia fisica de clones BAC — Una libreria de
clones de palma de aceite BAC se encuentra dispo-
nible en el Cirad para la cartografia fisica (Piffanelli et
al., 2002). Se construy6 sobre el genotipo Ténera LM2T
y comprende 92.160 clones de 120 kb en promedio,
que representan 6 equivalentes de genoma.

(iii) Cartografia ADNc-AFLP — los chips de ADNc son
una buena herramienta para el analisis de la expresion
gendémica, pero es necesaria la informacién detallada
sobre su secuencia o al menos una gran coleccién
de fragmentos de ADNc. Si estos elementos no estan
disponibles, la técnica ADNc-AFLP de Bachem et al.
(1996, 1998) es mas asequible y apropiada para este
tipo de anélisis. Este método AFLP en el ADNc puede
utilizarse para identificar los genes comprometidos
en varios procesos bioldgicos. Es complementario
de la tecnologia del chip y til en el descubrimiento
de genes (Breyne y Zabeau, 2001). Existen procedi-
mientos para el enriquecimiento de fragmentos de
ADNc, utilizando PCR y etapas de hibridacién como
las descritas por Diatchenko et al. (1996) o Ivashuta
et al. (1999). Una busqueda de genes de expresion
especifica en el fruto de la palma de aceite, se realizara
principalmente combinando la técnica ADNc ~AFLP
y la metodologia de Michelmore et al. (1991) aplicada
a la identificaciéon del gen Sh que codifica para el
cuesco en el fruto de la palma de aceite.

(iv) Display diferencial de ADNc — La obtencién de
ADNc por otros métodos, como el display diferencial,
es complejo pero es un enfoque complementario. El
Cirad utiliza actualmente el display diferencial para el
andlisis de transcritos a fin de identificar los genes
comprometidos putativamente en la anomalia
somaclonal del manto (ver parte B.4.) al igual que la
del gen Sh.
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(v) Tecnologia de macro y micro-alineamientos — Es
claro que entre las herramientas novedosas desarro-
lladas por Cirad e IRD para la identificacién y el marca-
je intragénico de los genes utiles se encuentran los
macro y micro-alineamientos de fragmentos genémi-
cos de ADN (cartografia fisica) o los ADNc expresados.

MICROPROPAGACION CLONAL Y
ACTIVIDADES ASOCIADAS DE
INVESTIGACION

Las limitaciones que existen en el fitomejoramiento
de la palma de aceite conducen a la necesidad de
desarrollar una técnica de propagacion vegetativa que
permita: (1) la explotacion de la variabilidad existente
entre los hibridos de Ténera por medio de la clonacién
de individuos élite (Noiret, 1981); (2) el aumento en
la produccién de semillas de alta calidad mediante la
clonacién del mejor progenitor masculino (Pisifera),
ya que la produccién de polen puede ser un factor
limitante (Hartley, 1988; Krikorian, 1989); (3) la
explotacion de hibridos interespecificos (E. guineensis
x E. oleifera), un nimero limitado de los cuales son
fértiles, pero que pueden mostrar una buena toleran-
cia a las plagas y enfermedades, especialmente en
Suramérica (Meunier, 1975); (4) la produccién de
semillas biclonales a partir de progenitores derivados
de embriogénesis somatica (Hartley, 1988); (5) La
regeneracion auténtica de material de ingenieria
genética que porta caracteristicas agronémicas Utiles
(Rival, 2000).

Propagacion a gran escala a traves de cultivos
embriogénicos de suspension celular

El grupo Cirad-IRD realizé una investigacién (de Tou-
chet et al., 1991; Duval et al., 1995a,b; Aberlenc-
Bertossi et al., 2000) con el fin de desarrollar nuevos
métodos de micropropagacién a gran escala de la
palma de aceite. El desarrollo de un protocolo de
regeneracion, basado en el uso de suspensiones
celulares embriogénicas, ofrece un método que per-
mite la produccion a gran escala de embriones soma-
ticos Unicos que exhiben similitudes estructurales con
embriones de semillas cigéticas. Cirad-Irad estable-
cieron suspensiones celulares embriogénicas de callos
friables, nodulares (Duval et al., 1995a). La suspen-
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sién embriogénica se preparé mediante la disociacion
del callo inicial en un medio liquido agitado y poste-
riormente se seleccionaron los nédulos meristema-
ticos que se multiplican en presencia de 2,4-D du-
rante subcultivos posteriores. Varias observaciones
histoldgicas revelaron la considerable homogeneidad
de los tejidos y la forma de proliferacién de la
suspension celular. La tasa de crecimiento de la
suspension fue de 2 a 3 por ciclo de cultivo mensual.
La transferencia de agregados celulares a un medio
liquido libre de reguladores de crecimiento, durante
cuatro semanas, activd la expresién de la embrio-
génesis. Los agregados celulares posteriormente se
diferenciaron en pro-embriones que consistian en
células meristematicas. Esta etapa, que se reduce a
la supresion de la auxina, es esencial para detener la
proliferacion e inducir la expresiéon de la embriogé-
nesis. Al final de esta etapa, se filtr6 la suspension
(malla de 1mm), con el fin de mantener solo los
agregados mas pequenos, que son los Unicos capaces
de desarrollarse en plantulas individualizadas. Poste-
riormente, se alcanzé la maduracién del embridon
dispersando el filtrado en un medio sélido, a una tasa
de 0,05ml PCV (volumen de células empaquetadas)
por plato Petri, que lleva a la diferenciacién de unos
300 embriones por plato, bajo estas condiciones. Las
primeras fases de este paso estuvieron caracterizadas
por la formacién de una epidermis, que da una apa-
riencia blanca brillante a los embriones, seguida de
la diferenciacién tanto del brote como de los polos
radiculares. En muchos casos, solamente se podia
observar el desarrollo radicular. La modificacion de
la relacién auxina/citoquina, a través de la adicion de
5uM BAP (bencilaminopurina) en el medio de madu-
racién, condujo a un aumento significativo en el
numero de brotes individualizados, con una concomi-
tante parada del desarrollo radicular. El sistema de
produccién que se utiliza actualmente en nuestro
laboratorio comprende cuatro etapas diferentes:
proliferacién con 2,4-D en medio liquido, pretrata-
miento en medio liquido sin regulador de crecimiento,
maduracién en medio gelificado, germinacién en
medio gelificado. Hasta la fecha, se han mejorado
con éxito los protocolos para las suspensiones
celulares embriogénicas. Es claro que los esfuerzos
de investigacién sobre la implementacién de la
produccién basada en el uso a gran escala de



suspensiones celulares embriogénicas, ha estado en
peligro por el problema critico de la variacién
somaclonal (Figura 3). Por tanto, se estan realizando
estudios en el terreno para la evaluacion de la fidelidad
clonal de las plantulas que provienen de cultivos de
suspensiones celulares mejoradas. Los primeros
resultados que se obtuvieron de los clones derivados
de cultivos suspendidos son bastante alentadores. Se
podria seguir una estrategia de manejo, basada en la
criopreservaciéon secuencial de las lineas
embriogénicas, que hoy dia es viable en el laboratorio
de Cirad-Irad, con el fin de reducir el riesgo de perder
la capacidad embriogénica en las suspensiones, du-
rante la multiplicacién (Chabrillange et al., 2000).
Ademas, se precisa planear la produccién simultdnea
de un nimero limitado de embriones a partir de un
gran numero (10-20) de lineas clonales, para
mantener la base genética méas amplia posible para
la produccién clonal.

Estudios de fisiologia de los materiales in vitro

Maduracion de embriones

Los embriones somaticos de la palma de aceite
producidos de los cultivos embriogénicos en suspen-
sién presentan una maduracién incompleta, y se
desarrollan directamente de la germinacion sin pasar
por una fase quiescente (Aberlenc-Bertossi et al.,
1999). Se realizaron estudios para mejorar el conoci-
miento de la biologia del desarrollo embrionario y la
identificacién de factores (aztcares, ABA y proteinas
de almacenamiento) comprometidos en la madura-
cién, un paso critico para la determinacién de la
calidad del embrién somaético en varias especies

ald=fano =mvera M=Mammal

Pri=Marto parcial

Figura 3. Frutos de la palma de aceite afectados

por la anomalia floral homedtica del manto.
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(Merkle et al., 1995). En resumen, la adquisicién de
la tolerancia a la deshidratacién entre el tercero y el
quinto mes, se asociaba con los az(icares y la sintesis
de ABA (Figura 4), y subrayaba el papel de estos
componentes en el fendmeno (Aberlenc-Bertossi et
al., 1995, 2001). El enriquecimiento del medio con
sacarosa y ABA mejord la maduracién del embrion
somatico y la tolerancia a la deshidratacién, que no
obstante sigue siendo incompleta al compararla con
los embriones cigéticos (Aberlenc-Bertossi et al.,
2001). Se caracterizé la acumulacién de proteinas
de almacenamiento durante el desarrollo del embrién
de la palma de aceite (Morcillo et al., 1997). La
acumulacién de globulinas 7S, las principales pro-
teinas de almacenamiento de la palma de aceite, se
caracteriz6 en los embriones cigéticos y somaéticos
(Morcillo et al., 1998, 1999). Se encontr6 que la canti-
dad de globulinas 7S en los embriones somaticos,
aumentaba durante las primeras etapas de desarrollo,
pero era unas 80 veces menor que en los embriones
cigéticos. La produccién in vitro de globulinas 7S (y
con mayor frecuencia de proteinas solubles en sales)
mejoré al agregar al medio de cultivo glutamina,
arginina, sacarosa y ABA, ya que los efectos de estos
componentes son aditivos (Morcillo et al., 1999). Se
ha realizado el anélisis de caracterizacion y expresion
del gen GLO7A de la palma de aceite, que codifica
una proteina globulina 7S (Morcillo et al., 2001).

Estos resultados alcanzados con los embriones soma-
ticos nos permiten definir las condiciones de cultivo
in vitro para una mayor tolerancia a la deshidratacion
y la acumulacién de proteinas de almacenamiento
de los embriones sométicos. Estos resultados tam-

0 20 £0 B0 B3 100 120 4D 160 180 DaF

Figura 4. Cambios en los parametros bioquimicos
y fisiolégicos que se presentan /in
planta a través de la embriogénesis

de la palma de aceite.
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bién abren el camino para el uso de “semillas artifi-
ciales” en la palma de aceite obtenidas de embriones
producidos a una alta tasa de suspensiones celulares
embriogénicas, que posteriormente podrian tratarse
de forma correcta para alcanzar la maduracién natu-
ral (enriquecimiento en proteinas de almacenamien-
to). Los embriones somaticos tnicos posteriormente
se encapsularian y almacenarian (ya sea a temperatura
ambiente o a 0-4°C) antes de su entrega en el mo-
mento apropiado, segln la estacion de siembra, a
los laboratorios de cultivos de tejido o a los viveros
que se encuentran cerca a las plantaciones, donde
podria realizarse la germinacion in vitro o ex vitro.

Fisiologia de las plantas in vitro

Después de la induccién con tratamiento de auxinas,
el desempeno del enraizamiento in vitro de los brotes
de la palma de aceite varia ampliamente. Los estudios
sobre los cambios en la actividad de guayacol-
peroxidasa como un marcador del enraizamiento in
vitro de las plantulas clonales de palma de aceite de
Rival et al. (1997a) han llevado a la implementacién
de un protocolo mejorado de enraizamiento, que se
ha desarrollado con éxito en unidades de produccién
a gran escala. En la actualidad, se utiliza un paso Gnico
de enraizamiento, con un tratamiento con auxinas
que se aplica durante un periodo de tiempo mucho
mas largo (8 semanas) utilizando concentraciones
menores de NAA (acido naftaleno acético) (0.5-1.0
mg.l-1). Se han realizado varios estudios de fotosin-
tesis in vitro y de aclimatizacion en la palma de aceite
a fin de reducir las pérdidas por aclimatizacién (Rival
etal., 1994, 1996, 1997b,c,d, 1998a). Este problema
fisiolégico ha tenido un serio impacto en los costos
de produccién, porque se presenta en la etapa final
del proceso de cultivo. Los parametros fotosintéticos
in vitro de las plantulas sométicas se han medido a
través del procedimiento de clonacion basado en la
embriogénesis de Cirad-IRD, con el fin de caracterizar
el estado fisiolgico de las plantas regeneradas in vitro
y asi optimizar las tasas de éxito durante la aclimatiza-
cion (Rival et al., 1997c¢). La medicién in vivo de la
fluorescencia de la clorofila indicé que la actividad
fotoquimica maxima del fotosistema Il (PSII) era muy
baja en los embriones proliferantes y presenté un
fuerte aumento en etapas posteriores de desarrollo,
llegando finalmente a una actividad muy cercana a la
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medida en plantas aclimatadas. Las mediciones de
intercambio de CO2 mostraron que los niveles
absolutos de la fotosintesis in vitro eran muy bajos,
pero mensurables.

Las actividades de las dos enzimas primarias de la
fijacion de CO2, es decir PEPC (Fosfenol piruvato
carboxilasa, EC 4.1.1.31) y RubisCO (Ribulosa 1,5-
bifosfato carboxilasa, EC 4.1.1.39), se midieron por
el proceso de micropropagacion. La relacion PEPC:
RubisCO disminuyé de forma progresiva, debido a
un agotamiento sustancial de la actividad de PEPC.
Todos los parametros fotosintéticos estudiados
(actividades de carboxilasa, actividad fotoquimica,
intercambio CO2) indican que se puede medir la
actividad fotosintética de la palma de aceite, en una
etapa temprana, desde el primer paso de callogénesis,
que muestra un aumento importante durante la
segunda etapa. Posteriormente, la fotosintesis dis-
minuy6 durante el crecimiento radicular. En relacion
con la clasificacién de Grout (1988), puede suponerse
que la palma de aceite pertenece ala clase de plantas
en las que las hojas que crecen in vitro pueden
contribuir a la autotrofia y posteriormente desempenar
un papel activo en la aclimatizacion. Por tanto, es
altamente probable que las pérdidas por aclimati-
zacion se deban principalmente a un enraizamiento
malo o incompleto y/o a un manejo inapropiado del
ambiente de las vitroplantas (especialmente en rela-
cién con la HR) durante este paso tan critico.

Tasa global de metilacion de ADN de las
variantes somaclonales

En los Ultimos afios se ha acumulado evidencia sobre
el importante papel que desempena la metilacion del
ADN a escala del genoma, en la regulacién del
desarrollo de la planta (Finnegan et al., 2000). Los
patrones de metilacion de ADN se establecen y
mantienen por medio de las ADN metiltransferasas,
que catalizan la transferencia del grupo metilo de S-
adenosilmetionina (SAM) a la posicion C-5 en el anillo
pirimidina de la citosina. En las plantas, los residuos
5mC se encuentran principalmente en las secuencias
simétricas CpG y CpNpG, pero también se presentan
en las citosinas en las secuencias no simétricas. Se
ha mostrado que los cambios en la metilacién de
ADN sobre los residuos de la deoxicitidina (dC) estan
comprometidos en la regulacién de la expresion del



gen a nivel transcripcional, particularmente durante
los procesos de diferenciacién/dediferenciacion y
como una respuesta a una gama de estrés ambiental.
La variacién somaclonal es una variacién fenotipica
que se presenta en los regenerantes vegetales y su
origen puede ser genético, (mutaciones, reordena-
mientos cromosomicos), aunque un cuerpo de datos
crecientes sugiere que los cambios epigenéticos (a
escala del cromosoma sin modificacién en las secuen-
cias de ADN), estan asociados con este fenémeno.

Los protocolos de micropropagacion comprenden
con frecuencia tratamientos con reguladores del
crecimiento, que pueden afectar el nivel de metilaciéon
de ADN. En la actualidad, es claro que los mecanis-
mos epigenéticos desempefan un papel importante
en la variaciéon somaclonal, que podria no ser el re-
sultado de un solo mecanismo causal (Finnegan et
al., 1993; Kaeppler et al., 2000). El equipo de investi-
gacion de Cirad-IRD primero decidi6 utilizar un
enfoque global para la investigacion de la tasa de
metilacion de ADN, encaminado a revelar las diferen-
cias entre el material vegetal in vitro normal y variante
en la palma de aceite. Usando dos métodos de cuan-
tificacién a escala del genoma (estimacién de HPLC
de concentraciones totales de 5mdC y saturacién in
vitro de sitios CG con grupos metilo por medio del
ensayo de aceptacion de metilasa Sssl), al igual que
métodos de seleccion de RFLP y AFLP sensibles a la
metilacion que comprenden las enzimas isoquiso-
méricas Mspl y Hpall, se demostré la ocurrencia de
una hipometilacién genémica significativa en callo y
hojas anormales de regenerantes del manto frente a
la contraparte normal (Jaligot et al., 2000). Se reporta
que los callos variantes dan origen a mas del 95% de
las palmas del manto y se caracterizan por el 13% de
disminucién en los niveles de metilacién cuando se
comparan con sus contrapartes normales (Figura 5).
Este estudio sobre las tasas de metilacion globales
brinda una primera mirada de los cambios molecu-
lares asociados con la anomalia del manto, y es
consistente con los caracteres epigenéticos obser-
vados, incluida la recesion.

Expresion genética asociada con la anomalia
somaclonal del manto

A pesar de la alta reduccion en la tasa de metilacion
que se observo en las palmas del manto, muy pocas
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Figura 5. Tasas de metilacion globales en ADN
genomico de callo compacto normal y

callo de crecimiento rapido.

de las citosinas correspondientes desempefan un
papel en la activacion del genotipo variante soma-
clonal. Como la anomalia del manto es epigenética,
no puede detectarse con marcadores moleculares
estructurales tradicionales. Por tanto, para desarrollar
un medio de diferenciacion entre los cultivos de callo
que portan o carecen de la anomalia del manto, se
utilizé un enfoque de expresién genética dirigida, de
forma més precisa a aquellas secuencias que cuando
se desregulan podrian representar potencialmente el
fenotipo del manto, o podrian utilizarse como marca-
dor para la deteccién temprana de la perturbacién en
la metilacién de ADN, en el proceso de regeneracion.

Rival (2005), en colaboraciéon con CSIRO (Australia),
utilizé la expresion de metiltransferasas de ADN que
posiblemente estd comprometida en la variacién
somaclonal de la palma de aceite para: (i) determinar
la causa de los niveles de metilacién de ADN alterados
en el material variante, (i) identificar los marcadores
tempranos para la detecciéon de los regenerantes
variantes. Dos diferentes metiltransferasas de ADN
de la palma de aceite que pertenecen a las familias
MET1 y CMT3 se aislaron y caracterizaron: MET1 es
una Mtasa de mantenimiento (motivos CG), mientras
que CMT esté a cargo de la metilacién de ADN hetero-
cromatico (motivos CNG). La abundancia relativa de
los transcritos de la palma de aceite MET1 y CMT3
se ha estudiado de forma comparativa en callos
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Analisis semicuantitativo RT-PCR de la expresion de

MET1 en callos normales y variantes.

normales y variantes del mismo genotipo, utilizando
RT-PCR semicuantitativos (Figura 6). Los resultados
indican que las diferencias en los niveles globales de
metilacion de ADN entre el material de callo normal
y variante no pueden atribuirse a los cambios en la
abundancia relativa de ARN MET1 o CMT3 (Figura
7). Las principales conclusiones del estudio son que:
(i) no se pudo detectar cambio en las actividades de
MTasas MET1 y CMT3 en los callos variantes y
normales de la palma de aceite; (i) este resultado es
paralelo a la principal paradoja no resuelta sobre la
metilacion de ADN vy la investigacion del cancer: la
hipometilacién global de ADN ocurre mientras que
la actividad de ADN MTasas permanece estable e in-
clusive aumenta y mide la hipermetilacién global
especifica al gen; (iii) la discrepancia entre la expresion
de MTasa ADN y su actividad real como se refleja en
los niveles de las tasas globales de metilacién en los
callos, indica la existencia de un mecanismo que
controla la actividad de ADN-MTasas. Por tanto, la
investigacion futura explorara la expresion diferencial
de las MTasas de la palma de aceite de la familia
DRM (metilacién de motivos C aislados) y se concen-
trara en la situacién de la metilacion alrededor de
genes blanco, incluidos los analogos en la palma de
aceite de los genes MADS box que codifican para
una gran familia de factores de transcripciéon que
regulan el desarrollo en plantas superiores, especial-
mente la formacién de flores.

En realidad, el hecho de que la anomalia del manto
comprende una modificacién caracteristica homeo6-
tica de la arquitectura floral de la palma de aceite,
implica que la actividad de un subconjunto de genes
ha sido alterado en plantas variantes somaclonales,
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Figura 7. Abundancia de transcritos relativos de
MET y CMT en callos de palma de
aceite normales y variantes.

al menos dentro de los tejidos de la flor y el fruto. El
equipo de Cirad-IRD actualmente esté tratando de
identificar los genes homedticos florales de la familia
del factor de transcripcion MADS box que podria estar
afectado por la cadena de eventos que resultan en la
anomalia del manto. Tales miembros de la familia de
genes MADS box se han caracterizado en la palma
de aceite (Adam et al., 2006). En este estudio, 13
genes MADS box de la palma de aceite se identificaron
y caracterizaron. Se encontré que pertenecen a cinco
subfamilias diferentes, es decir los grupos ante-
riormente definidos SQUAMOSA, AGAMOUS, AGA-
MOUS-like2, DEFICIENS, y GLOBOSA. Los genes
que pertenecen a cada uno de estos grupos desem-
penan un papel critico en la determinacién de la
estructura floral como se define en el modelo ABCDE.
Los perfiles de expresion in planta de los genes MADS
box de la palma de aceite se estudiaron y se investigd



la diversidad de la secuencia filogenética y RT-PCR
dentro de las subfamilias individuales al comparar sus
secuencias de proteina con aquellas de otras angios-
permas. Se observé que la mayoria de las frecuencias
estudiadas en la palma de aceite se agrupaban con
clades diferenciados y soportados dentro de su subfa-
milia. Algunas agrupaciones inesperadas se observa-
ron entre las secuencias de monocotiledéneas (inclui-
da las de la palma de aceite) de origen no poaceo,
que probablemente ilustra la importancia de obtener
una adecuada representaciéon del grupo en las
filogenias moleculares de las monocotiledéneas.

En colaboracién con MPOB, dentro del marco de la
iniciativa “variacién somaclonal en la palma de aceite”,
el equipo Cirad-IRD realiz6 extensos estudios de la
expresion de los genes, en diferentes etapas del
proceso de regeneracion del cultivo de
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estéd asociada de forma consistente al estado del
manto. Cualquier marcador que se considera
suficientemente promisorio después de esta etapa,
se caracteriza de forma detallada por el aislamiento
de la secuencia de codificaciéon de ADNc, los estudios
Northern de la especificidad del tejido y el aislamiento
de la regién gendémica flanqueante 5'. Esto ultimo
permite investigar si se encuentra presente algin
elemento conservado que actla en cis, en la regiéon
promotora, que podria dar luz sobre la regulacion del
gen en cuestion. Una ilustracién de los resultados
obtenidos en las diversas etapas del aislamiento y
validacién del marcador constituye uno de los mar-
cadores més promisorios, que fue patentado conjun-
tamente por Cirad y MPOB (Tregear et al., 2002). De
los estudios de display diferencial realizados en los

tejidos, mediante el uso de la técnica de
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proceso de regeneracién y mas alla en
materiales tanto normales como anor-
males. La técnica de display diferencial
aprovecha la reacciéon en cadena de
polimerasa (PCR) para comparar la
abundancia de ARNm entre dos o més
muestras de ARN extraidas del material
vegetal de interés. El aislamiento, vali-
dacién y caracterizacién de los marca-
dores de expresion de la anomalia del
manto comprenden varias etapas (Figura
8). La etapa de display diferencial brinda
marcadores candidato, que deben ser
validados utilizando un rango de dife-
rentes técnicas. [nicialmente, se utiliza la
transferencia northern para confirmar la
expresion diferencial, utilizando el mismo
material que para el experimento de dis-
play diferencial. Posteriormente, los

!

Cloracida v dstusncaciin de macadomns palenciales de ADRNG

Carpitanisscion de
expeciiicidad tisular

! }

Andlis= de despliegue diferencial

l
!

Valdacion da marcadores usando malerial onginal
normal ¥ ananme

l

Ayglarrmerin
e ADMC e longitud
i

}

Clonaoon PCH oe
Mjcres: IOMaiams

Enamoyd da CFRs
bases de gerospos

Ehlll:lF.:'F ia "
maliacEn

marcadores que se confirman como
diferenciales, se ensayan en otros cultivos
para evaluar si la expresion de los genes

Figura 8.

Estrategia experimental para la identificacion y
caracterizacion de los genes que despliegan un patrén
de expresion dependiente del manto.
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cultivos de tejido de la palma de aceite que portan o
carecen de la anomalia de la floracién homedtica
epigenética del manto, se ha identificado y caracte-
rizado EGAD1, un gen que codifica una defensina
putativa de la planta. En plantas completas, se
detectaron transcritos del gen EGAD1 solamente en
las inflorescencias. El pariente caracterizado mas
cercano del gen EGAD 1 de la palma de aceite es el
gen Petunia PPT, que se expresa principalmente en
el pistilo de la flor. Los 77 polipéptidos aminoéacidos
codificados por el gen EGAD1 presentan fuertes si-
militudes con varias proteinas defensinas de las
plantas, que se cree desempenan un papel protector

y que en algunos

casos se ha mostrado

En las que poseen propie-
pr()ximas dades antimicéticas.

Los cultivos de tejidos

etapas de este de la palma de aceite
trabajo, s€  presentan una induc-
ensayaré la cién generalmente
SRTT fuerte de la acumula-
confiabilidad cién de transcritos de
de los  EGADI, que seidenti-

ficaron en diferentes
magnitudes en todas
las etapas del proceso

marcadores de
genes, en una

gama MAas  de regeneracion del
amplia de cultivo de tejidos. Se
genotipos encontr6 que la

regién flanqueante 5'
del gen EGAD1 con-
tenfa dos tipos
diferentes de elemen-
to potencial ADN de accion cis, anteriormente
identificado en los promotores de los genes
relacionados con la defensa de la planta, que podrian
explicar la expresion observada en los cultivos de teji-
dos. En la etapa de callo del proceso de regeneracion
in vitro, se observo una acumulacién diferencial de
transcritos EGAD1 que se correlacionaba con la
presencia o ausencia de la anomalia del manto de la
floracién. Por tanto, la expresion del gen EGAD1 pue-
de ser un marcador de los eventos epigenéticos de
variacion somaclonal. Recientemente se caracteriza-
ron dos genes novedosos de la palma de aceite,
EgM39A y EglAA1, ambos de los cuales presentan
un mayor expresion en las lineas de células epigenéti-
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camente anormales (Morcillo y col., 2006). EglAA1
codifica un pariente de la palma de aceite de la pro-
teina de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh AXR3/IAA17
comprometida en la respuesta temprana de la auxina,
y EgM39A codifica una proteina de una funcién des-
conocida que comparte similitudes de secuencia con
sintetasas asparagina. Ademés de su aumento en la
expresion en las lineas de callo somaclonal variante,
ambos genes desplegados aumentaron la acumu-
lacién del transcrito en respuesta al tratamiento con
auxina. Ambos genes muestra potencial como mar-
cadores tempranos de conformidad clonal y pueden
ayudar a aclarar la naturaleza de los cambios epige-
néticos que causan la anomalia del manto. En las
proximas etapas de este trabajo, se ensayaréa la
confiabilidad de los marcadores de genes, en una
gama mas amplia de genotipos. Esto ofreceré un
cuadro més claro de su confiabilidad y nos permitira
seleccionar marcadores especificos de interés para
pruebas de conformidad clonal, a escala piloto. Esto
ultimo podria lograrse mediante varias técnicas dife-
rentes, que incluyen la hibridacién northern, la inmu-
nodeteccion o PCR. La seleccién final dependera de
varios factores, especialmente la naturaleza de gen
marcador y la etapa de desarrollo y el tejido selec-
cionado para la prueba. Esta seleccion de marcador
tendrd que integrar el costo real de la técnica, en
comparacion con los costos de produccion de las
vitroplantas de palma de aceite.

Estudios de proteinas

Con el fin de comprender el fenémeno de expresion
diferencial de genes que esté implicito en la aparicion
de la anomalia del manto y para elaborar estrategias
para la ejecucién de pruebas de conformidad clonal
sencillas y poco costosas, Cirad-IRD se encuentran
en el proceso de realizar estudios de proteinas como
un enfoque complementario al trabajo basado en el
transcriptoma. El trabajo inicial esta encaminado a
caracterizar las variaciones en la abundancia de los
polipéptidos individuales en relaciéon con la confor-
midad clonal, mediante el uso de la electroforesis en
dos dimensiones de gel de poliacrilamida (2D SDS-
PAGE). Aunque esta Ultima técnica se ha practicado
durante muchos anos, en sus origenes estuvo afec-
tada por problemas de reproducibilidad, que han
mejorado de forma considerable gracias a los recien-
tes esfuerzos en esta area (Wilkins et al., 1995). Por



tanto, ha nacido un nuevo campo de la proteémica
que permite hacer comparaciones globales entre
ARNm y acumulacion de proteinas. Este enfoque se
utiliza para tratar de identificar los marcadores
tempranos de la proteina de los tejidos normales o
variantes. Una ventaja inherente del enfoque basado
en la proteina es que permite una progresién mas
rapida hacia una prueba de anticuerpos en compa-
racion con los estudios de ARN.

Estudios de ingenieria genética

Como un enfoque complementario adicional de apo-
yo al fenémeno molecular, que es bésico en la ano-
malia del manto, IRD esté trabajando en su laboratorio
en el establecimiento de un sistema experimental de
transformacién de la palma de aceite. Esto permitira
el estudio de las actividades in vivo de los diferentes
genes promotores y la funcionalidad de las secuencias
de genes que posiblemente estan comprometidos en
la variacién somaclonal. IRD preparé construcciones
GUS promotoras que se ensayaron en cuanto a su
actividad, mediante andlisis de extension transitorio
utilizando el bombardeo de particulas. Esto puede
brindar indicadores para conocer si la metilacion de
ADN desempena un papel directo en la determinacién
del patron de expresion diferencial de un gen dado,
ya que la actividad del gen promotor que porta el
ADN exdégeno derivado del plasmido, probablemente
en este caso no se ver4 afectada por la conformidad
clonal. En contraposicién, si el patrén de expresion
determina los elementos de sefalizacion que se
encuentran aguas arriba en una cascada regulatoria,
se esperaria que la actividad del promotor bombar-
deado esté influida por la conformidad tisular. A largo
plazo, IRD establecera un sistema para la transforma-
cién estable de la palma de aceite, que permitira
estudiar la regulacion del desarrollo de los promotores
del gen marcador durante el proceso de regeneracion
in vitro. Para el trabajo de transformacién, IRD ha de-
cidido concentrarse en el uso de suspensiones celulares
embriogénicas como el material vegetal iniciador, ya
que esto podria simplificar el proceso de regeneracion.

CoNCLUSION

Cirad-IRD, al tiempo que colaboran con algunos
grupos de investigacion especialmente en los paises
productores, han aprovechado al incorporar con

Biotecnologia de la palma de aceite en el Cirad - M1-1

regularidad en sus estrategias globales de fitomejora-
miento y micropropagacion los nuevos enfoques de
la biotecnologia, iniciando con aquellos basados en
la seleccion clésica y de cultivo de tejidos, y conti-
nuando con los estudios fisioldgicos y de marcadores
moleculares, anélisis de la expresién de genes dife-
renciales y transformacién genética.

En el érea del fitomejoramiento, los datos neutros y
de marcadores moleculares genéticos estaran rela-
cionados con caracteres fenotipicos asociados, para
aplicar el sistema asistido por marcadores que esta
en proceso de diseno. Este uso de los marcadores
moleculares aumentard la eficiencia del fitomejora-
miento tradicional en términos de precisién y ahorro
de tiempo. Se trata de una herramienta de seleccién
temprana. Ser4d mas facil determinar el genotipo del
material que se va a ensayar, en una etapa temprana.
Esto limitara el periodo de tiempo entre generaciones
seleccionadas, aceleraré la ganancia genética y aumen-
tara asf la calidad esperada de la semilla comercial.

Las principales aplicaciones se relacionan con el
manejo de la variabilidad (germoplasma, grupos
con habilidad combinatoria), la genotipificacién de
caracteres altamente influidos por el entorno o cuya
medicién es costosa, el control y monitoreo de las
recombinaciones, la prediccion de los valores
genotipicos para los caracteres complejos, al igual
que la prediccion del valor de un cruce, a partir de
informacién de los progenitores. La genotipi-
ficaciébn automética se refiere a los progenitores
principales Utiles y las poblaciones del estudio se
integrarén en el sistema de mejoramiento de la
palma de aceite, al igual que la verificacion asistida
por marcadores y la seleccion de los progenitores
que ya se utilizan en los huertos comerciales de
semillas. Asi, los resultados biomoleculares, en
términos de deteccién y evaluaciéon de genes favo-
rables con las herramientas moleculares, se apli-
caran a todo el sistema de mejoramiento. Los resul-
tados recientes en micropropagacion utilizando
suspensiones celulares embriogénicas, abren el
camino para el uso de estrategias basadas en el
concepto de “semillas artificiales” para la palma
de aceite. Esto altimo podria lograrse a partir de
embriones producidos a una alta tasa de suspen-
siones celulares embriogénicas, que posterior-
mente podrian tratarse correctamente para alcan-
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zar la maduracién (enriquecimiento en proteinas de
almacenamiento). Los estudios sobre las tasas de
metilacion nos han brindado una primera mirada de
los cambios moleculares asociados con la anomalia
del manto y esto es consistente con los caracteres
epigenéticos observados, que incluyen la reversion.
Esperamos que al aislar los genes de base de la palma
de aceite, la anomalia del manto, los marcadores
tempranos podrian ayudar a elucidar los cambios
epigenéticos que causan esta variacién somaclonal y
a elaborar un procedimiento de pruebas tempranas
de conformidad clonal.
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