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Resumen

La biotecnologia es una herramienta de enorme importancia para el desarrollo de la
competitividad y sostenibilidad de los cultivos. En palma de aceite, uno de los eventos
de mayor relevancia en biotecnologia ha sido el “PIPOC 2009 International Palm Oil
Congress: Palm Qil - Balancing Ecologics with Economics”, llevado a cabo en Kuala
Lumpur del 9 al 11 de noviembre. Debido a la importancia del tema para el desarro-
llo del cultivo y con el objeto de contribuir a la actualizacién del sector palmicultor
colombiano, se presenta aqui una revisiéon que incluye los avances biotecnolégicos
alli considerados y algunas reflexiones que podrian ser de utilidad para el desarrollo
del sector. Las ideas expresadas son responsabilidad del autor y en ningin momento
comprometen la posicién de la entidad a la cual esté vinculado.

Summary

Biotechnology is a tool of enormous importance for the development of crop “s competi-
tiveness and sustainability. In oil palm, one of the most relevant events in biotechnology
has been the “PIPOC 2009 International Palm Oil Congress: Palm QOil — Balancing
Ecologics with Economics”, which was carried out in Kuala Lumpur from 9 to 11 of
November. Due to the importance of the subject for the development of the crop and
with the aim of contributing to keep up to date the Colombian oil palm sector, here it
is presented a review that includes the advances in biotechnology presented there and
some considerations that could be useful for the development of the oil palm sector.
The ideas expressed here are responsibility of the author and in no way compromise
the oficial postion of the entity to which he is linked.
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Introduccion

En la versién 2009 del PIPOC el componente de bio-
tecnologia incluy6 11 presentaciones orales y 36 pos-
teres, lo cual superd la participacién de esta disciplina
en la conferencia inmediatamente anterior (Rocha,
2007a) y deja entrever el dinamismo, la importancia
y la necesidad de este tema para la competitividad y
sostenibilidad del sector palmero (Kishore, 2009). Las
principales tematicas desarrolladas estuvieron relacio-
nadas con el uso de la genémica, bioinformética, pro-
tedmica y metabolémica, la utilizacién de marcadores
moleculares, la identificacién de genes y el anélisis de
su expresion y el cultivo de tejidos, incluido la trans-
génesis. De igual manera, es importante el hecho de
que la biotecnologia se esté implementando no solo
en palma de aceite sino ademas en especies del hongo
Ganoderma sp., agente causal de la Pudricién basal
(Basal Stem Rot, BSR).

Genomica

Se presentaron trabajos en el area de genémica
(Wahid, 2009; Tee et al., 2009; Clough, 2009); y bio-
informatica (Mayes, 2009). La genémica es el estudio
detallado de los genomas(Borevitz & Ecker, 2004),
es decir, involucra estudios a gran escala de un vasto
ndmero de genes simultdneamente y su fundamento
es la secuenciacién del ADN, un procedimiento que
permite determinar el orden de los nucleétidos (se-
cuencia) en un segmento de una molécula de ADN.
Por su parte, la bioinformética se define, en sentido
amplio, como una ciencia dedicada al manejo y el
anélisis de una vasta cantidad de informacién biol6gica
(Atwood, 2002), mientras que, en sentido estricto, el
término bioinformatica hace referencia a la aplicacién
de la tecnologia informética (o ciencia computacional)
al campo de la biologia molecular.

En Pipoc 2009 se reconoci6 a la secuenciacion de geno-
mas como el factor que més aceleraré la investigacion
cientifica en plantas (Wahid, 2009; Yang et al., 2009),
pues abre la posibilidad de incrementar el conocimiento
sobre los procesos evolutivos de las plantas, permite la
identificacién de genes de interés agronémico y comer-
cial, facilita las aplicaciones y manipulaciones al nivel
maés fino de resolucién y ciertamente causa impactos
notables sobre el desarrollo sostenible y el impulso a
las bio-economias (Wahid, 2009).
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La obtencién de secuencias de ADN es el primer paso
dentro de la gendémica. Sin embargo, es necesario
acoplar dicha informacién a sistemas de anotacién de
alta calidad e integrarla al conocimiento de la estructu-
ra del genoma y de la evolucién, de la arquitectura del
geny de los elementos que controlan la transcripcion
de secuencias de genes conocidos (Wahid, 2009).
Ademas, es necesario incrementar la resoluciéon de
la estructura del genoma mediante el mapeo gené-
tico. Los esfuerzos en genémica funcional incluyen
el diseno de microarreglos de todo el genoma (Ti et
al., 2009) y programas de mutagénesis a gran escala.
De hecho, el Malaysian Palm Oil Board (MPOB) en
asocio con Oxford Gene Technologies (OGT) repor-
taron el disefo de sus propios microarreglos basados
en oligonucledtidos con el fin de realizar investigaciéon
que permita hacer andlisis mas detallado de la fun-
cionalidad de los genes en palma de aceite (Clough,
2009). Es de enorme importancia implementar estra-
tegias y utilizar herramientas que permitan ahondar
en el conocimiento de la funcién de los genes en
palma de aceite, pues de este modo se incrementaré
el conocimiento sobre la genética y la fisiologia de
la especie y se disminuira la brecha que en aspectos
bésicos de utilidad agronémica se tiene frente a otros
cultivos de oleaginosas tales como soya, maiz, etc. La
informacién resultante de la articulacion los anélisis
de microarreglos y de las posteriores actividades de
investigacion aplicada tendrén rapida aceptacion para
apoyar los procesos de seleccion de los programas de
fitomejoramiento de las instituciones de investigacién
y de las casas productoras de semilla.

Resultados de la investigacién en gendémica para la
identificacién de los mecanismos moleculares de la
Pudricién basal fueron presentados por Tee et al.
(2009), quienes mediante estudios con microarreglos
de ADN compararon raices de palmas sanas y afecta-
das por Ganoderma boninense. De dicha compara-
cién, se identificaron 173 genes que fueron diferen-
cialmente expresados en raices de palmas infectadas,
13% de los cuales (el mayor porcentaje) fueron genes
relacionados con la defensa y el estrés. Otros genes
conformaron las categorias de regulacién génica (9%),
desarrollo y codificacion de hormonas (7%), proteinas
estructurales (5%), metabolismo (5%) y transduccién
de senales (2%). Los genes que se indujeron en las
palmas infectadas incluyeron a la isoflavona reductasa
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(IFR, enzima clave en la sintesis de fitoalexinas, com-
puestos antimicrobiales), la super-6xido dismutasa de
Cu/Zny la familia de glicoproteinas ricas en hidroxipro-
lina, mientras que los genes que fueron reprimidos en
palmas infectadas, es decir, aquellos que seguramente
fueron desactivados por el patégeno para suprimir el
sistema de defensa de la planta, incluyeron las defen-
sinas (péptidos antimicrobianos), la fraccion 7S de la
globulina, la lectina unida a manosa (involucrada en el
reconocimiento de los glicanos de microorganismos
extranos) y thioredoxina peroxidasa. Adicionalmente,
reportaron el perfil molecular de la interaccién entre
la palma de aceite y micorrizas arbusculares como
mecanismo de proteccién contra Ganoderma (Tee
et al., 2009).

Es de anotar que la investigacién para elucidar los
mecanismos moleculares que subyacen la relacién
palma-Ganoderma esté siendo muy activa e incluye
no solo el uso de genémica sino de herramientas de
la biotecnologia tradicional. Por ejemplo, Obaidi et al.
(2009) reportaron la clonacién del gen que codifica
para la proteina PR10 (de las proteinas PR se hablara
mas adelante) y la realizacién de experimentos de
cuantificacién de sus niveles de expresion. Como
resultado, se encontré que después de la infeccién
de la palma por parte del hongo se disminuye la
expresion del gen que codifica para PR10. Adicional-
mente, Sheong et al. (2009) identificaron homdlogos
de genes NBS y homdlogos de genes de resistencia
en palma de aceite. De otro lado, Fazliza et al. (2009)
encontraron varios genes (ACS, proteinas de choque
térmico, sintasa de sacarosa) que se han reportado
como asociados a mecanismos de patogenicidad,
de defensa contra enfermedades y de adaptacién a
diversos tipos de estrés en otras especies, lo cual se
constituye en informacién valiosa para entender la
relacién de palma con sus agentes patdgenos.

Bioinformatica

Se present6 un ejemplo de anélisis bioinformatico bas-
ado en la comparacién de secuencias de los factores
de liberacion de péptidos (RF1) de los cloroplastos de
diversas especies (Azizi et al., 2009). Ciertamente, la
bioinformética se estd empleando para almacenar y
manejar las vastas cantidades de informacién genera-
das por los proyectos de secuenciacion (Mayes, 2009).
Sin embargo, a diferencia de la pasada conferencia en

la que varias plataformas fueron presentadas (MIMOS
y Synamatix; Rocha, 2007a), esta vez se mostraron
ejemplos de iniciativas especificas de cada laboratorio
(Wahid, 2009; Mayes, 2009). Esta puede ser una sefial
para fortalecer los esfuerzos de esta &rea en Colombia
(Rocha, 2008c; Rocha et al., 2008a).

A diciembre de 2009, 6.324 genomas habian sido com-
pletamente secuenciados (http://www.genomesonline.
org), incluidos alrededor de una docena de genomas
vegetales, y 1.253 proyectos de secuenciacion de otros
genomas que

estaban siendo

desarrollados.

En contraste

con el dina-

mismo de esta

tecnologia en

el mundo, en

Colombia, el

desarrollo de

la genémica en

el sector agri-

cola es pobre

y heterogéneo,

limitado a algu-

nos cultivos de

interés comer-

cial y a relati-

vamente pocos grupos de investigacion. Dentro de
los proyectos en desarrollo se destacan la iniciativa
Oil Palm Genome Project (OPGP), consorcio liderado
por Cirab y Neiker con la presencia de Cenipalma y el
proyecto genoma de café de Cenicafé (Rocha, 2008a).
Adicionalmente, mencién especial merece la iniciativa
Gebix en metagendmica, area en la que también el
sector palmero incursioné hace algin tiempo como
acercamiento al estudio de la Pudricién del cogollo
(PC, Rocha et al., 2008b).

A manera de reflexion, valdria la pena establecer pro-
gramas de gendémica basados en la secuenciacion de
especies de interés para el pais, por ejemplo, cacao,
caucho, forestales, frutales, palma, papay yuca, entre
otros. Particular interés deberian tener los cultivos
perennes, pues, por su biologia misma, cuando se
comparan con sus contrapartes anuales, son cultivos
con enormes brechas tecnoldgicas y en los cuales exis-
te desconocimiento de aspectos bésicos de utilidad
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para mejorar su desempeno. Ademas, la genémica y
la bioinformética pueden incorporar herramientas que
apoyen al fitomejoramiento tradicional y aceleren la
produccion de variedades, mediante la identificacién
de genes asociados con caracteristicas orientadas a
manejo eficiente de agua y nutrientes, crecimiento en
suelos salinos y resistencia a enfermedades. Adicio-
nalmente, con la aplicacion de tales herramientas se
pueden generar bioinsumos de espectro especifico,
los cuales mitigan parcialmente el impacto negativo
causado por la actividad agricola sobre el ambiente,
fomentando asi la sostenibilidad. De igual manera,
el conocimiento de
la genémica de los
cultivos y el anélisis
de la informacién
mediante bioin-
formética los hace
mas competitivos,
pues genera valor
agregado en térmi-
nos de conocimien-
to para el incremen-
to en la productivi-
dad, disminucién
de costos o mejora
de la calidad de los
productos (Rocha,
2008a, 2008c).

Proteémica

Se define a la protedmica como el estudio sistematico
del “proteoma”, el cual no es méas que el grupo de
todas las proteinas que estén siendo expresadas en un
estado particular de desarrollo, o bajo determinadas
condiciones en un tejido u érgano especifico (Ty-
ers & Mann, 2003; Zhu et al., 2003). La protedmica
emplea técnicas de quimica analitica, incluidas la
espectrometria de masas (MS) combinada con la
electroforesis en dos dimensiones (2DE, por sus siglas
en inglés), la cromatografia en fase reversa, la secuen-
ciacion de péptidos, etc. (Dyer et al., 2009).

Muchos aspectos de la protedmica tales como la iden-
tificacién de proteinas, la caracterizacién y la funcién
de cada proteina y el anélisis de su regulacién pueden
apoyar a la solucién de problemas précticos asocia-
dos, por ejemplo, con las respuestas de las plantas
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frente a condiciones de estrés o enfermedad y con la
manipulacién de rutas metabdlicas para la obtencién
de nuevos productos o de mayor calidad, etc.

Chung y Ramli (2009) describieron resultados parciales
de la investigacion de la variacion natural del proteoma
en diferentes estados de desarrollo del mesocarpo de
fruto de palma de aceite. Aunque se enfocaron en los
aspectos técnicos a tener en cuenta en la optimizacion
de metodologias analiticas tipo 2DE y de caracter-
izacion mediante MS, en particular temas relacionados
con la preparacién de las muestras para el anélisis
(remoci6n de lipidos, eliminacién de contaminantes
fendlicos, utilizacién de reactivos especificos, etc.),
se present? la lista de las proteinas identificadas en el
mesocarpo del fruto de palma de aceite y su posible
funcién basada en la homologia existente con las pro-
teinas de otras especies que estén reportadas en las
bases de datos (Chung y Ramil, 2009). Este reporte
se constituye en una herramienta de utilidad para el
desarrollo de la proteémica en palma de aceite.

De igual manera, la proteémica se esté utilizando para
la elucidacion de los mecanismos de defensa de la
palma ante el ataque de hongos, especificamente de
G. boninense, la especie méas destructiva del género
Ganoderma en palma. Es conocido que durante las
infecciones flngicas se expresan algunas proteinas
de bajo peso molecular. Estas pequenas proteinas se
conocen como proteinas relacionadas con la patogé-
nesis (PR), se clasifican en cinco grupos (PR1 a PR5) y
tienen su propia actividad antifingica (Kitajima & Sato,
1999). Mediante la utilizacién de 2DE y subsecuente
andlisis mediante MS, Syahanim et al. (2009) gener-
aron el mapa del proteoma de las raices de palma de
aceite tratadas con (. boninense en contraste con
las palmas control (que no estuvieron en contacto
con el hongo). Aparte de entregar aspectos técnicos
de importancia relacionados con la optimizacién del
proceso de extraccion de proteinas, los autores repor-
taron senales de proteinas con pesos moleculares en
el rango de 10 a 100 KDa. Un analisis mas detallado
resulté en senales de ocho proteinas con masas entre
10y 15 KDa que estuvieron presentes solamente en
las raices de las palmas tratadas, lo cual podria rela-
cionarse con la presencia de proteinas PR. El resultado
no es concluyente, pero abre una enorme posibilidad
para el conocimiento molecular y la definicién de
estrategias de control de la enfermedad. Andlisis simi-
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lares debieran ser considerados como acercamiento
al andlisis de la PC, pues basado en el conocimiento
del agente causal de esta enfermedad (Martinez et
al., 2009) es necesario enfocarse en la elucidacion de
los mecanismos de defensa o respuesta de la palma
al disturbio, considerando la vasta informacién que
sobre los sistemas de inmunidad de las plantas se ha
reportado (Jones & Dangl, 2006).

Metabolomica

Uno de los objetos de estudio méas complejos y varia-
dos de la biotecnologia, en particular la vegetal, son
los metabolitos. Recientemente, se ha introducido el
término “metaboloma” para referirse a la dotacién
de moléculas resultantes del metabolismo primario
(carbohidratos y lipidos) o secundario (en plantas,
metabolitos secundarios tipo terpenoides, alcaloides y
compuestos fenélicos) que se encuentran en un tejido
o estado particular de desarrollo bajo determinadas
condiciones medioambientales o biolégicas (Weck-
wert, 2003). Los metabolitos secundarios han sido
estudiados por la quimica orgéanica y la bioquimica
desde hace muchos anos. Como resultado de dis-
pendiosas labores de investigacién se han aislado,
descrito y caracterizado més de 30.000 terpenoides
(que incluyen aceites esenciales, caucho, glicésidos,
etc.; McGarvey & Croteau, 1995; Gershenzon & Kreis,
1999), alrededor de 12.000 alcaloides (Wink, 1999) y
cerca de 5.000 compuestos fendlicos (dentro de los
cuales estén los flavonoides, antocianinas, ligninas,
taninos, etc.; Madhuri & Reddy, 1999).

Por las caracteristicas biologicas de la palma de
aceite se hace necesario conocer la composicién
de los metabolitos presentes en diversos tejidos y
elucidar las funciones de los mismos. Para ello se
necesitan metodologias que permitan trabajar de
manera sistemética con metabolitos desconocidos y
elucidar su funcién biolégica. La biotecnologia mod-
erna estd utilizando las mismas técnicas empleadas
por la quimica y la bioquimica (HPLC, GC-MS, NMR,
etc.), ademés esté introduciendo técnicas y equipos
de de alta eficiencia (MALDI-TOF, SELDI, etc., Dyer et
al., 2009; Chung y Ramli, 2009) que permiten hacer
andlisis en masa de miles de muestras, trayendo
como consecuencia la generacién de una cantidad
desbordante de informacién con potencial aplicacién
en diversos campos.

Mediante cromatografia liquida acoplada a espec-
trometria de masas (LC-MS), Tahir et al. (2009)
determinaron el perfil de metabolitos presentes en
tejidos de mesocarpo de frutos de E. guineensis tipo
Ténera. Debido a que no existe una libreria de masas
espectrales para ESI-MS (Electrospray lonizations) la
estandarizacién de muchos parametros para diferentes
instrumentos y tipos de muestra es ardua, razén por
la cual el reporte se enfoca a presentar los detalles
técnicos de las determinaciones (preparacion de las
muestras, obtencién de extractos, equipamientos,
valores para las determinaciones, espectros, etc.). De-
safortunadamente, no se presenta la identificacién de
los compuestos. Sin embargo, es un buen documento
de referencia técnica.

De otro lado, Sékou et al. (2009) reportaron el anélisis
de compuestos fenélicos como método de seleccién de
plantulas resistentes a la Marchitez Vascular (Fusarium
Wilt, FW), enfermedad causada por Fusarium oxyspo-
rum f. sp. Elaeidis. Los autores encontraron, mediante
HPLC, cinco compuestos fendlicos (de la familia de
los flavonoides) que son producidos en las raices y
bulbos de las plantulas que exhiben la caracteristica
de resistencia cuando son inoculadas con Fusarium.
Con este tipo de metodologia se abre la posibilidad de
reducir el tiempo requerido para la evaluacién de los
materiales a seleccionar si, por ejemplo, se acopla al
desarrollo de sistemas de evaluacién en campo.

Para examinar las relaciones entre la diversidad micro-
biolégica del suelo y la sanidad de la palma, en par-
ticular relacionada con la afectacioén por Ganoderma,
experimentos de determinacién de perfiles metabdlicos
basados en pruebas bioquimicas fueron reportados
por Low et al. (2009). Si bien no es metabolémica en
sentido estricto es una aproximacién interesante para
el estudio de los microorganismos asociados con la
salud o enfermedad de las palmas.

Marcadores moleculares: Microsatélites
como herramienta predominante

Los marcadores moleculares son fragmentos de ADN
de funcién desconocida que pueden ser localizados
fisicamente en el genoma y se constituyen en herra-
mientas de utilidad para determinar los grados de
parentesco, la variacién y la diversidad genética de
individuos de una poblacién y entre poblaciones. En
la actualidad, diversas metodologias permiten detectar
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tales fragmentos de manera mas eficiente (revisado
por Mayes et al., 2009) que las reportadas hasta hace
algunos anos (revisado por Rocha, 2003). Sin embar-
go, una de las mas utilizadas en palma de aceite es la
metodologia de microsatélites (SSR, por sus siglas en
inglés), la cual fue originalmente desarrollada para esta
especie por Billotte et al. (2001), ha sido empleada
de manera rutinaria por las diferentes instituciones de
investigacion en palma de aceite (Cirap, MPOB, Ceni-
palma) y recientemente, como se vera mas adelante,
se reporta su utilizaciéon por parte de los programas
de fitomejoramiento de empresas palmicultoras de
Malasia e Indonesia, principalmente.

En Pipoc 2009, fue predominante la utilizacién de mi-
crosatélites con diversos propésitos. Por ejemplo, en
ejercicios de caracterizacién de la diversidad genética
de palma Pt Sampoerna Agro Tbk report6 la carac-
terizacién de 173 accesiones con cuyos resultados
se obtuvo evidencia de que los cruces entre Avros
y progenitores africanos presentan efectos positivos
asociados con la heterosis, similares a los que se
obtienen al cruzar materiales Deli y africanos (Putri et
al., 2009). Adicionalmente, se report6 la diversidad
genética intra e inter poblacional de familias TxP y
clones de Pisiferas de origen nigeriano, obtenidos
mediante cultivo de tejidos y que son usadas como
fuente de polen por PT Sampoerna Agro Tbk. Como
conclusién, la diversidad genética entre individuos
dentro de cada poblaciéon fue alta y los clones de
material Pisifera mostraron una alta similitud entre
ellos (Zulhermana et al., 2009).

Sereporto la evaluacién de la diversidad genética en el
germoplasma de Sumatra Bioscience, la estimacion
de la heterocigocidad, la identificacion de las palmas
altamente homocigéticas y la variacién de la hetero-
cigocidad en material experimental y mejorado (Alfiko
et al., 2009). Este hallazgo es de importancia para la
identificacion de cuellos de botella en el material élite
actual de esa compania y en la definicién de estra-
tegias de fitomejoramiento, pues la heterocigocidad
contribuye a la heterosis y en parte al vigor hibrido y
productividad de los genotipos Ténera. Sin embargo,
el material heterocigota produce un amplio rango
de genotipos con consecuencias indeseables en la
uniformidad del material comercial.

En identificacién varietal e identificacion de “conta-
minacién”, Fillianti et al. (2009a), utilizando combi-
naciones de SSR reportadas previamente por CraD,
identificaron 96 SSR polimérficos, de los cuales tres
loci fueron altamente polimoérficos y permitieron di-
ferenciar clones que habian sido mezclados durante
el transporte. De 2.719 pléntulas de un embarque,
cerca de 2.600 fueron clasificadas inequivocamente
en uno de los diez genotipos que comprendian el
embarque. Sin embargo, se descart6 el 4,7% porque
se encontraron inconsistencias con los diez genotipos
de referencia (Fillianti et al., 2009a). Este resultado
es uno de los primeros ejemplos de la utilidad real de
los marcadores moleculares con fines de asegurar la
calidad de los materiales entregados por una casa
comercial de semilla.

De otro lado, Bakoumé et al. (2009) reportaron la
utilizacién de diez combinaciones de SSR, previamente
generadas por Cirad, para identificar cinco clones
diferentes de palma de aceite. Los anélisis de agru-
pamiento UPGMA basados en la distancia genética'
mostraron cinco subgrupos, cada agrupamiento de
clones correspondiente al mismo ortet, con lo cual se
mostré el potencial de los SSR para la identificacion
de material obtenido mediante cultivo de tejidos. Este
hallazgo es de importancia para los experimentos de
evaluacion de calidad de los clones de palma genera-
dos en Colombia, pues la metodologia SSR es utilizada
rutinariamente (Montoya et al., 2005), con lo cual se
podré contribuir a garantizar la homogeneidad de los
materiales y la trazabilidad de los mismos de manera
eficaz y relativamente econémica.

Se han reportado SSR en regiones diferentes de
diversos genes, por ejemplo, repeticiones mononu-
cleotidicas en la enoyl-ACP reductasa, la palmitoil-ACP
thioesterasa y la oleoyl-ACP thioesterasa y repeticiones
tetranucleotidicas en KAS Il (Lim et al., 2009). Con esta
informacién se hace posible la seleccién asistida por
marcadores para tamizaje por calidad de aceite, lo cual
podria abrir nuevas oportunidades para el desarrollo de
mercados de aceites con composiciones especificas.

Recientemente, se ha introducido una variacién en
la técnica de SSR en palma de aceite, el EST-SSR,
que surge como resultado de la investigacion para

1. El concepto de distancia genética para esta clase de andlisis se entiende como el grado en el cual varios alelos no estan igualmente representados

en los ortets analizados.
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identificar miles de secuencias expresadas (conocidas
como EST, por Expressed Sequence Tag) las cuales
se han incorporado a la base de datos de EST de pal-
ma de aceite del Malaysian Palm Oil Board (MPOB)
y mediante andlisis informético se han identificado
secuencias microsatélites asociadas con la porcién
expresable del genoma. Cerca de 19.250 EST fueron
usadas para identificar la frecuencia y distribucién de
SSR en secuencias codificantes y regiones no tradu-
cidas de los EST de palma. La informacién resultante
de esta “minerfa de datos” puede ser revisada en de-
talle en Rosli et al. (2009). Adicionalmente, mediante
esta técnica se realizo el tamizaje de 16 poblaciones
avanzadas DxD, 12 TxT y 4 DxP usando diez marca-
dores EST-SSR que produjeron 42 alelos (Ithnin et
al., 2009). Como conclusién, se encontré un nivel
de polimorfismo més bajo que el reportado para las
colecciones de germoplasma, aunque los niveles de
heterocigocidad entre las poblaciones se mantienen.
Muy seguramente serd necesario ajustar algunos de
los procedimientos de anélisis estadistico para obtener
el maximo potencial de esta metodologia.

Otras metodologias de marcadores moleculares
mencionadas fueron la caracterizacién mediante las
técnicas de ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) y
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms)
para la estimacién de relaciones genéticas entre mate-
rial mejorado y material silvestre proveniente de Ghana
(Wening et al., 2009) y el uso de HRM-PCR (High
Resolution Melting - Polymerase Chain Reaction,
Fillianti et al., 2009b) para la deteccién de SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms) explotando las caracte-
ristica de desnaturalizacién del ADN causada por el
polimorfismo de la secuencia misma y que trae como
ventajas la deteccién en tiempo real, la ausencia de
sistemas de electroforesis y la posible automatizacion,
lo cual la convierte en una técnica con potencial de
utilizacién en tamizaje en masa de materiales.

Marcadores moleculares asociados con genes de
tolerancia o resistencia a G. boninense en distintas
progenies fueron obtenidos por Sheong et al. (2009)
mediante un tamizaje genotipico conocido como perfil
NBS (por Nucleotide Binding Site-Profiling) que fue
usado para identificar y mapear genes anélogos de
resistencia (RGA por sus siglas en inglés). Un total
de 21 combinaciones de cebadores y enzimas de
restriccién fueron probados en individuos tolerantes

y susceptibles. De este tamizaje, siete combinaciones
fueron identificadas como de alto potencial y con ellas
se obtuvieron 11y 13 marcadores asociados con tole-
rancia y susceptibilidad a Ganoderma, respectivamen-
te. Los andlisis de secuencia de los marcadores han
identificado homdlogos de genes NBS y homdélogos
de genes de resistencia.

Adicionalmente, Nurniwalis et al. (2009) aislaron de
regiones ITS (Internal Transcribed Spacer) entre 650
y 1.000 pb, del ADN ribosomal (ADNr) de las cuatro
especies de Gano-

derma que afectan

a la palma de acei-

te, mostrando una

regién conservada

de 14 pb exclusiva

para Ganoderma,

con la cual se pue-

de hacer tamizaje

de plantulas infecta-

das y sanas. Asi, se

tiene un marcador

molecular asociado

con la deteccién

de Ganoderma en

plantaciones de pal-

ma de aceite.

Con el poder que brindan de las herramientas de
marcadores moleculares para la determinacién de la
variabilidad genética, el conocimiento de los agentes
causales de algunas de las enfermedades més devas-
tadoras como la Pudricién del cogollo causada por
Phytophthora palmivora (Sarria et al., 2008; Martinez
et al, 2009) o la Pudricién basal causada por G. bo-
ninense y el desarrollo de modelos mateméticos de
dindmica de tales enfermedades (Corredor y Gémez,
2009; Betitis et al., 2009), se abre la posibilidad de
desarrollar modelos que relacionen datos moleculares,
poblacionales y epidemiolégicos que permitan esta-
blecer el grado de variabilidad de los patégenos para
que de esta manera se contribuya al conocimiento
molecular de la enfermedad, se establezcan los bancos
de las posibles diversas cepas de los agentes causales
y con todo esto se pueda aportar a la generacién de
estrategias de manejo especificas y duraderas, como
se ha demostrado en otros pato-sistemas (Hammond-
Kosack y Jones, 2000).
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Cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos es una herramienta de enorme
importancia para especies perennes y monocotile-
doneas como la palma de aceite. Ciertamente, esta
tecnologia ha presentado inconvenientes para ser
utilizada de manera rutinaria en el cultivo de palma
de aceite (Rocha, 2007b). Sin embargo, ano tras
ano se presentan modificaciones y se hacen ajustes
metodoldgicos que, aunque son aparentemente
sencillos, permiten ser mucho mas eficientes en la
propagacion (clonacién) de material élite. Aspectos
tales como la concentracién, la combinacién y la
secuencia de reguladores de crecimiento, fuente de
carbohidratos, etc. son factores clave para el éxito del
cultivo de tejidos,
como es mostrado
por (Reflini et al.,
2009). De igual ma-
nera, cada vez son
més las empresas
que hacen uso del
cultivo de tejidos
bien como estra-
tegia principal bien
como complemen-
to a los programas
de mejoramiento.
Por ejemplo, Iswan-
dar et al. (2009)
reportan la estra-
tegia de SumBio
de usar cultivo de
tejidos para pro-
ducir clones de parentales Dura seleccionados para
produccioén de semilla semiclonal. Las plantas pro-
ducidas son llevadas a campo y cruzadas con Pisi-
feras seleccionadas para producir progenies Ténera
semiclonales. Los autores reportan que las palmas
semiclonales exhiben floracién normal y material de
siembra uniforme (no idéntico). Esta se constituye
en una estrategia para producir cantidades consi-
derables de semilla normal cuando el polen o las
inflorescencias femeninas son el factor limitante.

Una metodologia propia del cultivo de tejidos es la
generacion de plantas haploides mediante el cultivo de
anteras. Sin embargo, Mienanti et al. (2009) reportan
experimentos con plantulas haploides para la genera-
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cion de palmas de aceite doble haploides mediante
diferentes tratamientos con colchicina sin la utilizacién
de cultivo de tejidos. Es interesante anotar cémo algu-
nas empresas han reconocido el papel importante de
los haploides en fitomejoramiento en la produccién
de dobles haploides que son homocigotos y pueden
ser usados como parentales en la produccién de la
generacion F1. De esta manera, se predice que el
vigor hibrido de las palmas se incrementara hasta en
tres veces los valores actuales (Mienanti et al., 2009).
En Colombia, se consideré alguna vez el desarrollo
de dobles haploides en palma de aceite, sin embargo,
no se concreté dicha posibilidad y seria conveniente
evaluar su pertinencia en la actualidad.

En Pipoc 2009 se reporté el desarrollo del sistema
MosLIM (two-in-one MPOB Simple Impeller, Tarmizi
et al. 2009), un sistema econdmica y logisticamente
eficiente, el cual permite proveer de manera simulta-
nea la aireacion y la agitacién (dos en uno) de cultivos
liquidos. Con este sistema se reportan incrementos de
tres a cinco veces en peso fresco de clones de palma
multiplicados durante 40 dias. Adicionalmente, el
sistema puede ser empleado en otras especies y tiene
potencial de ser automatizado.

Especial mencién merece el estudio (Ooi et al.,
2009) que evalu6, mediante PCR en tiempo real, la
respuesta molecular y midié los niveles de expresion
de algunos genes de respuesta a hormonas vegetales
cuando explantes cultivados fueron tratados con las
hormonas 2,4-D y NAA. Diferentes genes fueron
expresados (EgIAA13, EgIAA9) y se constituyeron
en un indicador de la capacidad de los ortets de
responder a la aplicacion exégena de auxinas. Estos
resultados complementan la bateria de marcadores
moleculares que han sido desarrollados para mate-
rial in vitro de palma de aceite (revisado por Singh
et al., 2009).

Transgénicos

Desde hace algunos afios se ha descrito un método de
transformacion genética eficiente en palma de aceite
basado en biobalistica (Parveez & Christou, 1998),
el cual es utilizado de manera rutinaria, en particular
por el MPOB. Mayor informacién sobre el sistema
de biobalisitca y la importancia de los promotores
puede ser encontrada en una revision previa (Rocha,
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2004). Mediante la utilizacién de dicho método se ha
obtenido como resultado de relevancia la produccién
de plésticos biodegradables (polihidroxibutirato: PHB
y polihidroxibutirato-co-valerato: PHBV) en hojas de
palma (Hanin y Parveez, 2007). Ademas, existe un
potencial enorme de manipulacién genética con los
ensayos de ingenierfa metabdlica que estdn siendo
realizados por MPOB (Rocha, 2007a).

En Pipoc 2009, Bohari et al. (2009) reportaron la utili-
zacion exitosa de sistemas de seleccion de materiales
de palma transgénica basados en la utilizacién el gen
de la fosfomanosa isomerasa de Escherichia coli y
manosa como agente de seleccién, lo cual disminuye
la preocupacién por el uso de sistemas de seleccién
basados en herbicidas o antibiéticos. De otra parte, y
con el objeto de incrementar la eficiencia y seguridad
de los sistemas de transformacion genética, Masura
et al. (2009) caracterizaron un promotor constitutivo
de palma de aceite derivado del gen que codifica
para la protefna de extension de la ubiquitina (uep1,
por sus siglas en inglés). Dicho promotor condujo
la expresion del gen reportero en tejidos de callo
embriogénico, embrioides, hojas jévenes y maduras,
tejidos meristemaéticos, mesocarpo, etc. De otro lado,
Hasnuladi et al. (2009), utilizando transgénesis como
herramienta, evaluaron la actividad del promotor del
gen de la estearoil-ACP desaturasa (SAD) en diferentes
tejidos de la palma de aceite y determinaron las regio-
nes regulatorias dentro de la secuencia promotora, lo
cual es de importancia si se tiene en cuenta que SAD
desempena un papel importante en la produccién de
acido oleico monoinsaturado, ademas la presencia de
este gen en el mesocarpo y el cuesco se correlaciona
con el patrén de sintesis de aceite.

Finalmente, se contintia con la utilizacién de transgé-
nesis en plantulas de Arabidopsis para la realizacién
de experimentos de expresién y complementacion
de genes obtenidos de palma de aceite (Safiza et al.,
2009 ayb).

Consideraciones Finales

Varios son los puntos de reflexién a considerar los
trabajos presentados en Pipoc 2009. Por ejemplo,
que la interacciéon entre la genémica, los estudios
de expresién de genes, la protedmica y la bioin-
formética esté llamada a ser fundamental para el

establecimiento de estrategias altamente especificas
de manejo de enfermedades (PC, BSR) y bien con
el uso de métodos quimicos, de control biolégico o
biotecnoldgicos (transgénicos). El camino es com-
plejo pero ciertamente una combinacién de todas
ellas puede ser la estrategia mas eficiente y menos
costosa en términos de tiempo, recursos e impacto
sobre el ambiente.

Para incluir las estrategias moleculares en estudios de
PC, seré necesario generar métodos de inoculacién
de la enfermedad altamente eficientes, que permitan
hacer el tamizado de materiales susceptibles y tole-
rantes de manera acertada, con el fin de utilizarlos
con propdsitos de investigacion (identificacion de
mecanismos moleculares, deteccién de proteinas
o metabolitos marcadores, etc.) y de generacién
de sistemas de diagnéstico y de control eficientes.
Con base en el conocimiento del agente causal de la
PC, es necesario enfocarse en la elucidacién de los
mecanismos de defensa o de respuesta de la palma
a la enfermedad.

Con las fortalezas que presentan algunas instituciones
colombianas en el anélisis de metabolitos es pertinente
el desarrollo de la metabolémica de palma de aceite
para el mayor conocimiento de enfermedades, la
mejora de la polinizacién en los hibridos interespe-
cificos OxQG y en la generacién de correlaciones de
presencia de compuestos en plantulas con calidad
de aceite, etc.

Colombia estd en mora de establecer una iniciativa
de prospeccién de palmas o especies productoras de
aceite con potencial industrial y alimenticio (Rocha,
2008b). Los materiales identificados podrian ser ca-
racterizados y analizados en los &mbitos agronémico,
bioquimico y molecular (Rocha y Rey, 2007) con el
fin de identificar las caracteristicas y eventuales genes
que podrian tener impacto econdémico para el sector.
Esta estrategia ha venido siendo desarrollada progre-
sivamente por algunas instituciones de Malasia y ya
tienen resultados, por ejemplo en chontaduro (Bactris
gasipaes) y en palma de seje (Jessenia bataua, Kock
y Ramli, 2009; Sharian et al., 2009). De hecho, en
Colombia el resultado de esta estrategia de evaluacion
de la biodiversidad ha arrojado resultados importantes,
por ejemplo, en el caso de E. oleifera (Rey et al., 2003;
Rocha et al., 2006).
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