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i Capitulo 10

Los marcadores moleculares en la
investigacion de los recursos geneéticos y
fitomejoramiento de la palma de aceite

Luz Stella Barrero, Gerardo Gallego, Harold Sudrez-Baron, Myriam
Duque, Jaime A. Osorio Guarin, Erick Herndndez, Felix E. Enciso
Rodriguez, Gina A. Garzéon Martinez, Leidy Paola Delgadillo Durdn,
Silvio Bastidas

La palma de aceite Elaeis guineensis (G) es considerada la mayor fuente de
aceite vegetal en el mundo (Turner et al,, 2008), con un gran potencial en
las industrias de alimentos y oleoquimica, y en la produccion de combustible
biodiésel. Esta Ultima es una de las apuestas del sector palmicultor colombiano,
como quedod expresado en el libro Biodiésel de palma colombiano: de la ficcion
energética a la realidad de un negocio, publicado por Fedepalma (2013). Dada
la importancia que ha adquirido en Colombia, su caracteristica perenne, sus
usos y su potencial, el cultivo de la palma de aceite ha sido incluido por el MADR
para su promocion dentro de la politica estatal actual para la reactivacion
del sector agropecuario, lo cual incluye alianzas estratégicas entre grandes
y pequenos productores. En Colombiag, esta especie enfrenta problemas
limitantes como la mancha anular, la pc, la marchitez sorpresiva y el anillo
rojo, que afectan la sostenibilidad de su cultivo (Bastidas et al., 2007). La pc se
considera el problema mds limitante del cultivo, y para ella no hay medidas
efectivas de control, por lo que la resistencia genética se perfila como una
alternativa prometedora mediante la incorporacion de resistencia aportada
por la palma americana E. oleifera (O).

Las palmas E. guineensis y E. oleifera son especies aldbgamas con poblaciones
heterogéneas heterocigotas, por lo cual los hibridos Ox G surgidos de estas
dos especies manifiestan signos de segregacion bajo condiciones de campo.
Esta observacion seria un indicador de segregacion de alelos parentales y, por



lo tanto, de contenidos genéticos diferenciales que pueden ser conocidos con
mayor precision mediante el uso de marcadores moleculares. Adicionalmente,
el uso de estos marcadores permite: 1) conocer la variabilidad genética y la
estructura de poblaciones hibridas y parentales; 2) identificar poblaciones
hibridas con similitud diferencial a las parentales, lo cual puede llevarse a
cabo en etapas de vivero, y 3) realizar estudios de asociacién con fenotipos de
interés para acelerar el proceso de mejoramiento y de este modo contribuir a
reducir los costos y tiempos, dado que un ciclo genético en palma de aceite
equivale a diez u once anos.

El presente capitulo tiene como propdsito resumir el estado del arte de la
investigacion con marcadores moleculares en palma de aceite a nivel inter-
nacional y nacional. Sobre la investigacion nacional, se hace énfasis en los
avances logrados por AGROSAvIA con poblaciones de mejoramiento genético
provenientes de la iniciativa desarrollada en el C. I. EI Mira de la misma
corporacion.

Contexto internacional

Los centros alrededor del mundo que adelantan investigaciones sobre la
palma africana (E. guineensis) en la actualidad implementan un variado
numero de estudios moleculares basados en marcadores de ADN O regiones
especificas del genoma de la palma, con diversas aplicaciones, como estudios
de “huella genética”, andlisis de diversidad genética, mapas de ligamiento y
seleccion gendmica (del inglés genomic selection [cs]). La huella genética o
fingerprinting ha involucrado diferentes tipos de marcadores, entre los cuales
se destaca un alto numero de microsatélites o secuencias simples repetidas
(simple sequence repeats [ssr]), disponibles en bases de datos (Billotte et al.,
1999, 2001) y con un alto poder discriminativo y relativo bajo costo.

Varios estudios han priorizado el uso de ssr para el conocimiento de los
recursos genéticos de la palma de aceite. Asi, Bakoumé et al. (2007) deter-
minaron la diversidad alélica dentro de cuatro poblaciones naturales, que
representan diez paises africanos, tres cultivares mejorados y un material
semisilvestre. Con el uso de 16 locus ssr, se detectaron 209 alelos, de los
cuales algunos pocos son comunes en poblaciones de dreas de clima seco.
Por su parte, Singh et al. (2008) usaron etiquetas de secuencias expresadas
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(expressed sequence tags [esT]) de la palma de aceite para buscar marca-
dores ssr. Los autores desarrollaron diez (esT-ssr) para evaluar 76 muestras
de palma de aceite de siete paises de Africa y una poblacién estdndar de
Deli Dura. El niumero promedio de alelos observados y el contenido de in-
formacion polimérfica (pic) fueron de 2,56 y 0,53, respectivamente, con una
diferenciacion genética (FST) de 0,249 entre poblaciones, lo que indica un
alto nivel de divergencia.

En otro estudio, Cochard et al. (2009) analizaron 318 individuos de 26 orige-
nes y ocho paises con catorce marcadores ssr, con el propdsito de describir
la estructura de estos recursos genéticos involucrados en la historia del
mejoramiento de la palma, en relacion con los origenes africanos subes-
pontdneos. Los datos revelaron dos grupos originales: el grupo 1, formado
por Africa occidental, y el grupo 1, formado por el conjunto Benin-Nigeria-
Camerun-Congo-Angola. Un tercer grupo Deli, derivado del i, fue el resultado
de seleccion artificial. Igualmente, Zaki et al. (2012) caracterizaron 20 SSR_d
partir de una libreria gendmica de E. oleifera, y confirmaron el potencial de
estos marcadores para revelar la diversidad genética en el género Elaeis.

Ademds del alto numero de andlisis de diversidad genética llevados a
cabo con bases de datos saturadas con ssr, otros estudios han utilizado
diversos marcadores moleculares, incluidos los polimorfismos de longitud
de fragmentos amplificados (amplified fragment length polymorphisms
[aFLP]) (Kularatne et al., 2001); los polimorfismos de longitud de fragmentos
de restriccion (restriction fragment length polymorphisms [rrLp]) (Maizura et
al,, 2006; Mayes et al,, 2000; Moretzsohn et al., 2002) y los marcadores
basados en abN polimdrfico amplificado aleatoriamente (random amplified
polymorphic bNa [rRaPD]) (Shah et al., 1994). Asi, los marcadores moleculares
en palma de aceite han sido usados para avanzar en el fitomejoramiento
de esta especie vegetal.

En lo que respecta a mapas de ligamiento, el primero de ellos fue construido
por Mayes et al. (1997) a partir de rrLP, y posteriormente, con el uso otros
marcadores se logré construir el primer mapa de ligamiento de alta densidad
para la especie, con 255 ssr_y 689 arLp, distribuidos en 16 grupos de ligamiento
correspondientes a los 16 pares de cromosomas homologos de la palma
africana (Billotte et al., 2005). El marcador mds cercano al gen que codifica el
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grosor dela cdscara fue un arLp ubicado a 4,7 (centimorgan) del gen shell (Sh), el
cual controla la presencia o ausencia de revestimiento en la fruta de la palma
(Billotte et al.,, 2005). El gen que determina las tres diferentes formas del fruto
en las palmas Dura, Ténera y Pisifera fue clonado gracias a metodologias
gendmicas, por lo que ahora se puede usar como marcador para distinguir
estas formas antes del trasplante definitivo a campo y de este modo ahorrar
tiempo y dinero en el fitomejoramiento (Singh et al., 2013). Ademds, Price
et al. (2003) desarrollaron un sistema de marcadores moleculares para
palma de aceite basados en retrotransposones, el cual permite su aplicacion
en propositos de mejoramiento de la palma africana y de los hibridos que
se obtienen mediante cruzamiento con la palma americana (E. oleifera).
Estos marcadores pueden usarse como fuente de informacion, debido a su
capacidad de integrarse dentro de un gran nimero de locus del genoma y,
por tanto, de generar polimorfismos insercionales entre individuos.

El Malaysion Palm Oil Board (MpoB) desarrolld y evaludé en 2007 el potencial
que los polimorfismos de un solo nucledtido (single nucleotide polymorphisms
[snP]) tienen como marcadores moleculares de nueva generacion. Estos
marcadores permiten realizar, con un alto rendimiento, andlisis de mapeo
genético y de diversidad, proteccidn de germoplasma vegetal, investigaciones
en gendmica del aceite de palma y mejoramiento vegetal asistido por
marcadores. En el estudio en mencion se realizd un andlisis de alrededor de
380.000 secuencias genomicas de las dos especies de palma, E. guineensis
(Dura, Ténera y Pisifera) y E. oleifera. Este trabajo permitio elucidar también, a
partir del andlisis de secuencias polimdrficas amplificadas (cleaved amplified
polymorphic sequences [caps]), el potencial de diferenciacién que estos snp
presentan a nivel intra e interespecifico (Ong et al., 2015).

Un consorcio que incluye el MpoB secuencid el genoma de E. guineensis (Singh
et al,, 2013) y adelanté estudios con marcadores snp utilizando arreglos de
lllumina en poblaciones hibridas interespecificas O xG e intraespecificas
Dura x Pisifera (Ting et al., 2014). Adicionalmente, en un esfuerzo por aplicar
cs en poblaciones de mejoramiento, el Centre de Coopération Internationale
en Recherche Agronomique Pour le Développement (CIRAD) Yy AGROSAVIA han
implementado recientemente el uso de snp via genotipificacidon por secuen-
ciacion (genotyping by sequencing [css]) (Cros et al., 2017; Osorio-Guarin
et al., 2019), lo que ha permitido incrementar la precision de s, realizada
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inicialmente con ssr (Cros et al., 2013) y mds recientemente con marcadores
snp (Garzon-Martinez et al., 2022). Se espera que la investigacion molecular
y el desarrollo de los recursos gendmicos en palma de aceite suministre a
los fitomejoradores un medio poderoso para acelerar y conseguir ganan-
cias por seleccion, de tal manera que la palma alcance su potencial de
forma mds acelerada como cultivo de aceite clave para el futuro (Mayes et
al,, 2008).

Contexto nacional

En lo que respecta a la investigacion realizada a nivel molecular en palma
de aceite en Colombia, son varios los estudios que se han llevado a cabo
hasta el momento. Estas caracterizaciones responden a la necesidad de
proporcionar a los cultivadores de esta especie vegetal un material con
mayor potencial genético, a fin de satisfacer la creciente demanda de aceite
de palma, dado que Colombia es el primer productor de Suramérica y ha
pasado a ocupar el quinto en el mundo (Cook, 2023).

Es asi como se destacan inicialmente los estudios de Ochoa et al. (1997),
quienes reportan la identificacion de marcadores moleculares tipo raPD; los
de Villegas et al. (2000), quienes caracterizaron molecularmente la palma
de aceite tipo Dura; y los de Arias y Rocha (2004), los cuales analizaron a
nivel molecular la diversidad genética en cultivares resistentes y susceptibles
ala pc.

Posteriormente, Montoya et al. (2005) estimaron la diversidad y estructura
genética de 48 entradas pertenecientes a seis poblaciones procedentes de
Angola con 20 combinaciones de marcadores ssr, y lograron identificar
69 alelos y una heterocigosidad esperada (He) de 0,45. A su vez, Galeano
(2005) realizdé una investigacién cuyo objetivo fue estandarizar el uso de
AFLP en materiales Dura procedentes del programa de fitomejoramiento de
Cenipalma, y realizé de manera preliminar la caracterizacion molecular de
doce palmas de los tipos Dura, Ténera y E. oleifera. Segun los agrupamientos
hechos con los métodos fenéticos y multivariados, se encontrd que la
mayoria de palmas tipo Dura se agrupan de acuerdo con el lugar de colecta,
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mientras que la palma de origen americano se ubica de forma distante al
compararla con la de origen africano.

Barrera (2011), por su parte, evalud la diversidad y estructura genética de una
coleccion de 455 entradas de palma de aceite colectadas en cinco zonas
geogrdaficas de Angola y nueve hibridos interespecificos, con 19 locus ssr, a
fin de aportar informacion a la coleccion de germoplasma de Cenipalma y
su programa de mejoramiento genético.

Contexto con materiales de mejoramiento
genético producidos por AGROSAVIA

El programa de mejoramiento de acrosavia dio lugar al hibrido O X G a partir
de parentales de las especies E. oleifera (palma noli) y polen de palmas
E. guineensis de la serie La Mé de Costa de Marfil. La semilla del hibrido O x G
presenta bajo porcentaje de germinacion, lo cual incrementa los costos de la
semilla (Usp 3/unidad), en comparacién con E. guineensis Ténera (uso 0,75).
Por su parte, los hibridos interespecificos O XG presentan alta esterilidad
(alto porcentaje de frutos partenocdrpicos) y requieren polinizacion asistida
obligatoria, cuyo costo varia entre uso 300 y 350 ha/afio, lo que restrin-
ge su uso entre los pequenos y medianos productores. Los hibridos O xG
Corpoica Elmira en la actualidad se encuentran en pruebas de evaluacion
agrondmica ante el ica, en las cuales se estd demostrando que no requieren
polinizacion asistida obligatoria, porque heredan de sus madres E. oleifera
la caracteristica de inflorescencias expuestas, lo que ahorra hasta usp 300/
ha/afio, y ademds presentan niveles de incidencia de pc inferiores a 1%
(acumulado de tres afos).

AGROSAVIA cuenta también con una coleccion de trabajo mejorada compuesta
por 20 progenies (descendientes) E. guineensis Dura de segunda generacion
(F2) y diez progenies (descendientes) Ténera/Pisifera de tercera generacion
(F3). Las caracteristicas detectadas en los hibridos O xG Corpoica Elmira
y la coleccidon de trabajo justifican su caracterizacidon molecular con fines
de proteccion y asistencia al programa de mejoramiento genético para
caracteristicas de interés, acelerando en el tiempo la produccién de cultivares.
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Debido al alto numero de materiales producto de los diferentes cruces ha
sido necesario realizar diversos estudios de caracterizacion, con el fin de
generar insumos para seleccionar las mejores progenies.

Marcadores bioquimicos

Los primeros marcadores utilizados en la poblacion de mejoramiento de
AGROSAVIA datan de 1995, cuando se utilizaron muestras foliares de parentales
de E. guineensis Dura y Pisifera y de E. oleifera, en un esfuerzo inicial por eva-
luar la introgresidn reciproca entre las dos especies en hibridos F1 obtenidos
por polinizacion controlada. Se utilizaron marcadores biogquimicos median-
te andlisis electroforético de isoenzimas, y se encontraron polimorfismos
asociados exclusivamente con el parental E. guineensis Pisifera para cuatro
isoenzimas (esterasa, fosfatasa dcida, polifenol oxidasa, fosfoglucomutasa)
y relacionados con el parental E. oleifera en los patrones de dos isoenzimas
(fosfogluconato deshidrogenasa y fosfoglucomutasa), los cuales segregaron
diferencialmente en los individuos del hibrido F1. Perfiles electroforéticos de
nuevas isoenzimas (por ejemplo, glutamato oxalacetato transaminasa) y
proteinas totales también permitieron diferenciar de forma preliminar las dos
especies y su progenie hibrida (Herndndez et al., 1997; Vives et al., 1997).

Marcadores AFLP

Posteriormente, se inicid una estandarizaciéon de marcadores moleculares
tipo AFLP y sskR como base para la futura identificacidn molecular de semilla
hibrida (Arias & Nufez, 2006). Se analizd una muestra de ocho palmas
proveniente de dos parentales y seis hibridos del proceso de mejoramiento
adelantado por aGRosavia. Para aFLp se evaluaron seis combinaciones de
cebadores previamente utilizados por varios investigadores (Barcelos, 1998;
Purba et al., 2000; Rajinder et al., 1998). La combinaciéon de cebadores
E-ACT/M-CAC presenté el mayor nimero de polimorfismos (18 bandas
polimorficas), sequida de la combinacién E-AGC/M-CAA (16 bandas
polimorficas), y la E-ACC/M-CAC (seis bandas polimorficas). Para los ssr
se usaron cuatro pares de cebadores reportados por Billotte et al. (2007),
y se obtuvieron amplicones polimdrficos con los cebadores mEgCIRO008,
MEgCIR0465 y mEQCIRO134, en los que fue posible distinguir parentales
de progenie. En ambos casos se encontraron grupos genéticos diferenciales
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conformados por la palma materna, la paterna y los hijos, con semejanzas a
uno u otro parental. El estudio fue un acercamiento preliminar, que evidencio
la importancia de incrementar el nUmero de marcadores y el tamano de la
poblacion por analizar.

Marcadores microsatélites (ssr)

Enelano 2011, Acrosavia, en convenio con el Centro Internacional de Agricultura
Tropical (ciar), realizé una caracterizacidon molecular con 46 marcadores tipo
ssr (incluidos los tres reportados por Arias & Nunez [2006]) en 577 palmas
provenientes del programa de mejoramiento genético de acrosavia (Gallego
et al,, 2012) (tabla 10.1). El proceso fue realizado de forma conjunta por el
Laboratorio de Biotecnologia del ciat y el Laboratorio de Genética Molecular
Vegetal de AGROSAVIA.

Los 46 cebadores ssr fueron seleccionados de acuerdo con diferentes indices
relacionados con diversidad genética, como el pic, la heterocigosidad obser-
vada (Ho) y el nimero de alelos observados (Ao), previamente publicados en
palma de aceite (Billotte et al,, 2007; Ting et al., 2010; Zaki et al., 2010). Los
marcadores fueron analizados en una muestra inicial de doce individuos, y
se identificaron un total de 27 ssr polimorficos (tabla 10.2).

Del set de 27, se seleccionaron diez ssr con base en variacion interespeci-
fica y ampilificacion en la mayor parte de la poblacién muestreada. Estos
marcadores corresponden a seis sSR gendmicos reportados por Billotte
et al. (2001) (MEgCIRO08 y mEgCIR230) y Zaki et al. (2010) (sMo00018,
sMo00027, sMo00134 y sMo00138). Los otros cuatro son marcadores
de naturaleza génica derivados de secuencias est, de las cuales dos (que
contienen los marcadores sEgO009 y sEgO076) no presentaron secuen-
cias similares en las bases de datos del National Center for Biotechnology
Information (NcBl), mientras que otros dos (sEg00125 y sEg00126) fueron
homologos con una proteina hipotética reportada para la especie Vitis
vinifera y con una proteina determinada por prediccion para la especie
Populus trichocarpa. El marcador mEgCIR230 reportado por Billotte et al.
(2001) ha sido previamente ubicado en el cromosoma 15 de la especie E.
guineensis. La figura 10.1 muestra un ejemplo del tipo de variabilidad alélica
observada con uno de los marcadores ssr seleccionados.
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Tabla 10.1. Descripcidon de muestras de tejido vegetal tomadas en centros de

investigacion de AGRosAVIA

g‘uf;’ifgi':zis ©) 20 3-6 7 C. 1. Nataima (Espinal, Tolima)
E. oleifera (O) 43 1-8 154 C. I. El Mira (Tumaco, Narifio)
Hibridos OxG 20 197 C. I. El Mira (Tumaco, Narifio)
E. guineensis n 10 109 C. |. Palmira (Valle del Cauca)
Total 94 577

Fuente: Gallego et al. (2012)

Tabla 10.2. Caracteristicas de los 27 marcadores ssr identificados como polimérficos

GTCACCGAACCCTAATAAAAT

sEgO0T13 (cmnis 54 1 150-170 | n/a
ATGCAGTTGAGGACAAAAAG
TCCACTGACAACAGGACTCA

sEg00009 (AG) 12 52 8 ]198-208| n/a
AAAAACGCATCTCAGAGAGA
ACTGATGCAGGAAAGAGGAA

sEg00066 (AT) 8 52 10 |192-220 | 192-215
GAAGTACACAAGGTAAGTTCATAG
GGACCCTTTTTGTTACTGTTT

sEg00036 (AG) 9 52 10 | 150-170 | n/a
AGCCTACCACAACTTCCTTT
GTGCTATATACTGTCACTTAAGATT

sEg00076 (TG) 9 52 5 133-150 | n/a
GGTAGAATATCTTCGTTTCGATT
GATTAAGTCCCAACCGTCTC

sEg00067 (TGTA) 6 52 5 152-174 | 152-174
TAAGAGAGCACGCAGTTCAG
TAGAAAGTGAGACGGTGGAT

sEg00140 (GA)10 53 6 |224-230|216-220
GTAATATTCTCAAGCTGGCAGT
TACCCTTTTCCCTCCCTCCATA

SEg00125 (GCG) 6 52 6 | 120-180 | 152-170
CATCATCTCCGTTGCCAGTATT

(Continta)
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(Continuacion tabla 10.2.)
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CCGTCTCAAAAGCCCTAAAC
sEgO0126 (CGQ) 7 52 2 212-215 | 212-215
TTGTTGTCCCACTCCCTCTT
TAAGCAAAAGATCAGGGCACTC
sMo00130 (AAG)TT 56 N |200-220| 173-214
GGCTGGTGAAAATAGGTTTACAAAG
CCTTTCTCTCCCTCTCCTTTTG
sMo00020 (AG) 15 58 9 175-208 |182-208
CCTCCCTCCCTCTCACCATA
TTACAGTTGAGGCAGTATGTCAAT
sMo00027 (TO)14 50 6 200-210| n/a
CTGTATGTCAAACCTTCTGCAC
TTAAATGAGAGAGAGACGAGGAC
sMo00018 (cM14 54 3 245-255| n/a
TGGAGCCATGAGAAAGAGTA
GGAACAGAGGACAAGAAAGAAA
sMo00152 (AC)%(AG) 56 2 |220-260|245-256
TGTATCAAGCCTCAAGTATCTGG
TCCCAATAGTCGTTACAAACCAG
sMo00134 (ATTA) 6 56 2 252-256 | 252-256
GATTAGCAAAAGGGCAAAAAGG
AGGGTTGTCGCTCCAATTTAT
sMo007138 (TTTTC)6 | 56 3 170-205 |180-194
GGCATCTTTTTGACCTGTAGAAG
CGGAAAGAGGGAAGATG
mEgCIRO008 (GA)18 52 1l 194-218 |195-220
ACCTTGATGATTGATGTGA
TGCCATGTTCCAGAGAGC
mMEgCIR0221 GAM 52 9 210-240 | 195-213
TTCAGATTTTTCCGACTTC
CCCTGGCCCCGTTTTTC
mEgCIR0230 (T?éi)?ge 52 n 260-265 n/a
AGCGCTATATGTGATTCTAA
CCACAAACAATCCAAGCAAGT
mEgCIR0304 (G;z(;()ic) 52 3 125-130 | 275-281
TGGCATACACGAAAGCATAA
GCTAACCACAGGCAAAAACA
mEgCIR0326 (GT) 9 52 4 | 248-265| 131-147
AAGCCGCACTAACATACACATC

(Contintia)
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(Continuacion tabla 10.2.)
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ATTTCGTAAGGTGGGTGT
mEgCIR0332 (GTM) 8 52 4 140-155 | 269-281
CCTCCAAACTCCTCTGT
AAATCCTAAATCCTAAACTC
mEgCIRO350 (GT) 8 52 5 252-258 | 80-102
TCTACCTGTACTGGTGACAA
AGAGAGAGAGAGTGCGTATG
mEgCIR0353 (GT)E(GA) 52 12 |250-265| n/a
GTCCCTGTGGCTGCTGTTTC
GTCTGCTAAAACATCAACTG
mEgCIR0377 ©T) i (GO 52 3 155-160 n/a
GAGGAGGAGGGGAACGATAA
TCCCCCACGACCCATTC
mEgCIR0465 (cce) 6 52 5 120-144 | n/a
GGCAGGAGAGGCAGCATTC
AGTTTGGGGCTTACCTG
mEgCIRO134 (GA)15 52 5 130-148 n/a
CTTCCACGCACCCTCTC

Fuente: Gallego et al. (2012)
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Figura 10.1. Variabilidad alélica observada para el marcador sMo0O0138 en parte de la
poblacion bajo estudio, correspondiente a hibridos de E. guineensis X E. oleifera. Los productos
de reaccién en cadena de la polimerasa (Pcr, por sus siglas en inglés) fueron visualizados en
geles de acrilamida al 6% (urea 5 M) de acuerdo con el protocolo de Bassam et al. (1991).
Fuente: Gallego et al. (2012)




De las 577 muestras de la poblacién bajo estudio, 20 de E. guineensis proce-
dentes del C. |. Nataima y 43 de E. oleifera provenientes del C. I. El Mira fueron
manejadas de forma combinada (bulks) con individuos por accesion, ya que
estdn constituidas por grupos de hermanos, para un total de 369 muestras
analizadas. De estas, siete fueron eliminadas del andlisis (entre ellas dos bulks
de E. oleifera), debido al considerable nimero de marcadores que no lograron
ser amplificados y dada la imposibilidad de confirmarlos como alelos nulos.
Los datos se codificaron como tamano en pares de bases de cada una de las
bandas (alelos), las cuales fueron registradas para los dos alelos que conforman
cada locus. Lo anterior se dio gracias a la naturaleza diploide de las especies
del estudio, y de esta manera se pudieron identificar individuos homocigotos
o heterocigotos. Los andlisis se desarrollaron con el programa sas version 9
(Rajinder & Suan-Choo, 1998; sas Institute Inc., 1999), en el ambiente Linux.

De los diez marcadores y las 362 muestras incluidas en el andlisis estadistico, se
obtuvieron 45 bandas diferentes, con un promedio de 4,5 bandas por marcador.
El tamano de los alelos vario entre 150 y 330 pares de bases, en los marcadores
sEgO0125 y mEgCIR230, respectivamente. La tabla 10.3 muestra la compara-
cion de estos resultados con la informacion reportada en diferentes estudios.

Tabla 10.3. Comparacién entre el rango de tamano de los alelos en pares de bases (ps)
reportados por otros autores y los encontrados por Gallego et al. (2012)

Locus ssr Reportados Referencia Obtenidos
sEg0009 -* Ting et al. (2010) 172-198
sEg0076 - Ting et al. (2010) 152-158
sEg00125 154-156 Ting et al. (2010) 150-160
sEg00126 214-216 Ting et al. (2010) 214-216
sMo00018 242-252 Zaki et al. (2010) 244-258
sM0027 184-213 Zaki et al. (2010) 200-212
sM00134 252-256 Zaki et al. (2010) 252-256
sM00138 180-194 Zaki et al. (2010) 178-194
mEgCIRO08 195-220 Billotte et al. (20071) 200-225
mEgCIR230 326-354 Billotte et al. (2007) 325-375

* No existen pesos en pares de bases reportados para estos marcadores.
Fuente: Gallego et al. (2012)
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A partir de las frecuencias alélicas se calculd He, la cual representa un
indicador de diversidad genética. La He se define como la probabili-
dad de tomar dos individuos al azar, y que estos no compartan ningun
alelo. El valor de He se calculd para cada uno de los marcadores micro-
satélites y a nivel global, y también para los cuatro grupos principales de
muestras: hibridos intraespecificos de E. guineensis (Dura x Dura), hibridos in-
terespecificos E. guineensis x E. oleifera, E. oleifera x E. guineensis, parentales
E. guineensis y E. oleifera (tabla 10.4). El valor mds alto se obtuvo cuando
el cdlculo se hizo para el total de muestras evaluadas (0,57); el mds alto al
interior de los grupos definidos por su estatus bioldgico se obtuvo en los
hibridos interespecificos (0,55), y el valor mdas bajo fue de 0,28 para el grupo
de muestras del parental E. oleifera, y 0,34 para el parental E. guineensis.
Los valores de He para las muestras evaluadas en este estudio demuestran
una diversidad genética y un polimorfissmo moderado.

En el estudio desarrollado por Ting et al. (2010) se encontraron valores de He
entre 0,34 y 0,53 para la especie E. guineensis, y entre 0,21y 0,32 para E.
oleifera, resultados posiblemente relacionados con el uso de microsatélites
génicos (EsT-ssRr). En contraste, los resultados derivados del trabajo de Billotte
et al. (2001), en el que se emplearon marcadores exclusivamente gendémicos,
mostraron valores de diversidad genética para E. guineensis de 0,68 y
0,63, que en el caso de E. oleifera representan polimorfismos altos en las
poblaciones estudiadas. Los valores de heterocigosidad obtenidos aparecen
como intermedios entre los estudios citados antes. Estos resultados son la
suma de diferentes factores presentes en la naturaleza de las poblaciones
estudiadas, asi como la combinacién de microsatélites génicos (40 %) y
genomicos (60 %) usados en la evaluacién molecular.

Dentro de los resultados de caracterizacion genética de los materiales de
palma se encontraron algunos alelos con una frecuencia de 100 % para deter-
minados grupos biolégicos (sMo00027, sEg00126 y sMo00138). Por ejemplo,
para el marcador sEgO0126 se encontrd que el alelo 214 estuvo presente como
homocigoto en todas las muestras de la especie E. oleifera. También se halld
lo mismo para el alelo 152 (marcador sEgO076), el cual se encontrd con una
frecuencia de 100 % en las muestras de E. guineensis, asi como en los hibridos
interespecificos, pero no se identificd en ningun material de E. oleifera. Los
alelos exclusivos para ambas especies se observaron en nueve de los diez



marcadores evaluados, y estuvieron presentes en 51,1% (23) de los alelos
hallados en las muestras de las poblaciones de hibridos interespecificos.

Tabla 10.4. Heterocigosidad esperada (He)* para los diez marcadores microsatélites
evaluados en 362 materiales de palma de aceite por Gallego et al. (2012)

o © N o o 2
c & ® B g 8 & 8 5 8 3
. $ © o o © o o xx 6 & O
Estatus biologico 3 o Oo % % o % O % O % He
o) 0 o) o
o (| L (i L
R B R 0 ué' % L'EJ 2
Total individuos 362 |0,51 |019 0,62 0,24 |0,57 10,56 0,71 |0,70 |0,74 10,83 |0,57

Hibrido E. guineensis

20 |0,47 |0,04 0,42 | O0,00|0,00 0,05 /0,71 |0,32 10,54 0,40 |0,29
(Dura x Dura)

Hibrido E. guineensis X

. 191 |0,51 |0,12 |0,57 10,08 |0,63 0,58 0,71 |0,68 0,74 |0,86 | 0,55
E. oleifera

Parental E. guineensis 110 10,49 |0,29 /0,48 |0,01 |0,20 |0,24 0,51 |0,50 |0,64|0,63 0,40

Parental E. oleifera 41 10,00/0,28 0,00/0,02 0,51 |0,41 |0,26 /10,63 015 |0,53 |0,28

* He calculoda a nivel global y por subgrupos.
Fuente: Gallego et al. (2012)

Estos resultados reflejan la posibilidad de establecer un sistema de
identificacion molecular de plantas de palma de aceite por medio de un
grupo especifico de marcadores microsatélites que exhiba un alto poder
de discriminacion, como el observado en algunos marcadores del presente
estudio. Es importante anotar que también se identificaron nuevos alelos
gue no habian sido reportados previamente y que servirdn como punto de
partida para la elaboracion de perfiles genéticos mds detallados y especificos
de cada especie y sus respectivos hibridos intra- e interespecificos.

Paradeterminarlaestructura poblacional y las caracteristicas diferenciales de
cada uno de los grupos evaluados, asi como las posibles relaciones genéticas
de los individuos y su dispersion, se utilizd un andlisis de correspondencia
multiple (acm) con el procedimiento corresp de sas (sas Institute Inc., 1999). El
andlisis de correspondencia multiple relaciona diferentes perfiles moleculares
de los microsatélites, para ayudar a entender la tendencia principal de
los individuos observados con respecto a su genotipo. De este modo, los
individuos que aparezcan muy cercanos en la grafica compartirdn un alto
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numero de alelos dentro de sus respectivos perfiles moleculares y, por
consiguiente, los que estén muy distantes presentardn perfiles genéticos
muy diferenciados en relacidon con su composicion alélica.

Asi, el método multivariado de acM permitié diferenciar de manera eficiente
las muestras de la especie E. oleifera, asi como las correspondientes a la
especie E. guineensis y los hibridos interespecificos (figura 10.2q). Estos tres
grupos principales, ubicados espacialmente dentro del plano tridimensional,
nmostraron subagrupaciones que pueden estar relacionadas con caracteristi-
cas especificas que permiten establecer diferencias dentro de un determinado
estatus bioldgico o especie.

H Dim3

3,39 ¢

Figura 10.2. acM de datos genotipicos que muestran la distribucion espacial
de 362 muestras de palma de aceite. a. Distribucion espacial de las 362 muestras:
a) individuos de E. guineensis, b) individuos de E. oleifera y ) materiales hibridos
interespecificos y retrocruces; b. Comportamiento de los hibridos interespecificos.
Los subgrupos de cada grupo se representan en diferentes colores
Fuente: Gallego et al. (2012)

En el grupo b, correspondiente a las muestras de E. oleifera, se encontraron tres
subgrupos (figura 10.2a), uno de los cuales estaba constituido por una Unica
muestra (bulk 46, sefialado en azul), que mostrd caracteristicas muy diferen-
ciadas a nivel de perfil molecular. El grupo a, conformado por los individuos de
E. guineensis, se dividié en dos subgrupos bien diferenciados (figura 10.2a), y
un grupo adicional (sefalado en morado en el grupo b) aparecié como puente
genético entre los individuos hibridos (grupo ¢) y los materiales de la especie
E. guineensis (grupo a). Estos individuos corresponden a los retrocruces que se
desarrollaron con el parental E. guineensis, y el resultado refuerza la validacion
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de los datos ya que indica que estas muestras se acercan mds al progenitor
elegido. En los hibridos interespecificos, se observd un nivel de subdivision
considerable, con la diferenciacion de seis grupos (figura 10.2b).

Dentro del mismo andlisis de acM se pudo visualizar la relacidn entre la
informacion molecular generada y los datos fenotipicos que habian sido
recopilados por acrosavia para cada uno de los materiales (figura 10.3).
Las caracteristicas analizadas fueron produccion de aceite linoleico, oleico,
palmitico, carotenos, color del polen, crecimiento de la planta, grupo de
polen, olor del polen, partenogénesis, resistencia a pc, tipo de cuesco y
viabilidad del polen. Los resultados de tres caracteristicas —crecimiento
de la palma (figura 10.3a), produccion de aceite (figura 10.3b) y resistencia
a pc (figura 10.3c)— indican la distribucion espacial derivada de los datos
moleculares y el modo como esas agrupaciones se comportan con cada
variable fenotipica, lo cual permite inferir la razéon por la cual se separan o
agrupan las poblaciones del estudio. Este ejercicio no obedece a un andlisis
de correspondencia entre datos moleculares y datos fenotipicos, ya que la
posicidon de la muestra en la figura 10.3 estd dada en todos los casos por la
informacion molecular.

Dim 3 Dim 3 Dim3
339 339

138
Dim1 -167 -1,33

Figura 10.3. AcM de datos moleculares en el que se marcaron las muestras por colores
para las variables (E. guineensis se muestra a la izquierda de cada figura [color rojo
enay b, y verde en ], E. oleifera a la derecha [color verde en a y b, y rojo en c] y los hibridos

y retrocruzas en el intermedio [colores azul y naranja, respectivamente]).
a. Crecimiento; b. Produccién de aceite; c. Pudricién del cogollo (pc).
Fuente: Gallego et al. (2012)
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Asi, a partir del andlisis de acM generado Unicamente con los datos molecu-
lares fue posible identificar como estdn distribuidas las muestras en relacion
con diferentes variables fenotipicas y datos de pasaporte, por asignacion de
colores. Los parentales E. guineensis exhiben elevada tasa de crecimiento y
altos porcentajes de produccion de aceite (color rojo) y susceptibilidad a pc
(color verde); los hibridos interespecificos presentan tasa de crecimiento y
producciéon de aceite medias, asi como resistencia a pc (color azul); los indi-
viduos de las retrocruzas (RC2) muestran tasa de crecimiento y porcentaje
de aceite medio-alto (color naranja), y los parentales E. oleifera presentan
tasa de crecimiento y producciéon de aceite bajas (color verde), asi como
resistencia a pc (color rojo) (figura 10.3).

Como parte de un convenio de agenda interna de AGRrosAviA, se continud la
caracterizacion molecular en una nueva poblacion del parental E. oleifera
(seis individuos) y de los hibridos O xG (90 individuos) colectados en el C. I.
El Mira, con cinco marcadores tipo ssr (Barrero et al., 2013a) adicionales
a los diez descritos anteriormente en el estudio de Gallego et al. (2012). A
continuacion, se describen brevemente los resultados generados con estos
cinco marcadores.

Para las pruebas de estandarizacion se evaluaron inicialmente 45 ssr en
tres individuos hibridos y tres parentales mediante corrido electroforético en
gel de poliacrilamida. A partir de esto, se seleccionaron nueve ssr polimor-
ficos, que fueron evaluados en el total de la poblacion de 96 individuos; de
estos, cinco fueron seleccionados para andlisis posteriores por representar
alto polimorfismo en la poblacién hibrida (sEgO0032, sEgO090, sEg00140,
sMo00129 y sMo00132). Un marcador adicional evaluado previamente por
Gallego et al. (2012) (sEg0009) (tabla 10.4) fue usado como control. El nu-
mero de alelos por locus presentd un rango entre 2 y 3, con un promedio de
2,67 (tabla 10.5). El pic presentd un rango entre 0,57 para sMo00129 y 0,23
para sEg0140, lo cual concuerda con la presencia de un menor numero de
alelos en este Ultimo. La heterocigosidad observada (Ho) en la poblacion
presentd un valor alto, con promedio de 0,59, mientras que la He presentd
un valor promedio de 0,50, y fue el marcador sMo0OO129 el que obtuvo los
valores mds altos (He = 0,64).



Tabla 10.5. Resumen del andlisis de variabilidad de cinco nuevos ssr y un control, de
acuerdo con Barrero et al. (20130)

o

= 85 82

k) s , vz ol

: ol Bsh fui Role
Marcador Secuencia del cebador o e (BT 23 % &
direccion 5-3 9 S o 8 g gz o

& S Z g9 8f

@ v $ @2

7 %z
F-TCCACTGACAACAGGACTCA

sEg0009 Ting etal. (2010) | 0,53 | 2 | 0,50 | 0,94 | 0,37

R-AAAAACGCATCTCAGAGAGA

F-TTAGTATTGGGTGTGCATAAGTGG
sMo00129 Zakietal. (2010) | 0,47 | 3 | 064 | 0,95 | 0,57
R-GCTTCCAGCTCCTCTTTCTACC

F-ATAGCCAGAGGGCAAAACTGT
sMo00132 Zakietal. (2010) | 0,48 | 3 | 0,54 | 0,08 | 0,43
R-GCAACACACGGACTCAAAACTA

F-TCAGAAATGCCTACATCAAAC
sEg00090 Ting etal. (2010) | 0,65 | 3 | 0,50 | 0,58 | 0,44
R-AGGGACACGAGAATACATACA

F-CTGTTGAGCTGGAGAGACCC
sEg00032 Tingetal. (2010) | 0,50 | 3 | 0,54 | 0,74 | 0,44
R-CCAACCAGGATCAGTTTGGT

F-TAGAAAGTGAGACGGTGGAT
sEg0140 Ting etal. (2010) | 0,84 | 2 | 0,26 | 0,31 | 0,23
R-GTAATATTCTCAAGCTGGCAGT

Promedio 0,58 (2,67 0,50 | 0,60 | 0,41

*Ho y He calculadas con el software PowerMarker (Liu & Muse, 2005) + pic calculado de acuerdo con Botstein et al. (1980).
Fuente: Barrero et al. (2013a)

Al comparar estos resultados con el estudio de Gallego et al. (2012), se en-
cuentra que el nimero promedio de alelos por locus es menor (2,67 versus
4,5) y que la He para la poblacion total es ligeramente menor (0,50 versus
0,57), lo cual posiblemente se relaciona con el menor tamano poblacional y
con las diferencias inherentes a los individuos y marcadores analizados. Al
comparar con otros estudios, como el de Billotte et al. (2001), se encuentra
que el nimero promedio de alelos por locus es también menor (2,67 versus
5,25). En este Ultimo trabajo se evaludé un alto nimero de materiales de
diferentes procedencias y especies relacionadas como Bactris gasipaes. Al
comparar estos resultados con los reportados por Bakoumé et al. (2007),
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quienes encontraron un ndmero total de 209 alelos, un promedio de 3,3
alelos por locus en 16 ssr y 494 individuos procedentes de diez paises africa-
nos, se observa que los valores son similares (2,67 versus 3,3). Igualmente, el
numero promedio de alelos es parecido al obtenido por Singh et al. (2008),
con un valor de 2,6, el cual es consistente con el tipo de poblacion evaluada,
ya que los cultivares mejorados tienden a presentar un bajo nimero de
alelos.

Por otro lado, el valor promedio de He (0,50) es similar al obtenido por Montoya
et al. (2005) en la exploracion preliminar del germoplasma de Angola llevada a
cabo en Cenipalma (He = 0,45). Ademds, estudios efectuados con isoenzimas
(Hayati et al.,, 2004) y rrLp (Maizura et al., 2006), que incluyen germoplasma
de varios paises africanos, reportan valores de He menores (0,18 y 0,19,
respectivamente), al igual que en el estudio de Singh et al. (2008), en el que se
obtiene un He = 0,36 con el uso de marcadores EST-SSR.

Por el contrario, con locus microsatélites, Cochard et al. (2009) reportaron una
Ho promedio de 0,63, comparable al valor obtenido en el estudio de Barrero
et al. (2013a) (Ho = 0,60, tabla 10.5). De lo anterior se puede inferir que el
numero de alelos detectados, asi como la diversidad genética, dependen de la
procedencia del germoplasma, el tamano poblacional, el tipo de marcadores
y el estado de mejoramiento.

Para conocer las relaciones genéticas de la poblacién de estudio, se generd
un dendrograma a partir de las frecuencias alélicas, que muestra cuatro
grupos. El grupo 1 (rojo) estd conformado por los seis genotipos maternos
E. oleifera, mientras que los otros tres estdn compuestos por los individuos
hibridos: el grupo 2 (azul), de 35 genotipos con mayor similitud al parental
materno; el grupo 3 (negro), de siete genotipos con similitud intermedia, y
el grupo 4 (verde), de 48 genotipos, posiblemente mds relacionados con
el padre E. guineensis (figura 10.4a). Estos resultados fueron soportados
por el andlisis de componentes principales (acp), en el que los primeros
componentes explican el 35,71 % de la variacion presente en la poblacion de
estudio (figura 10.4b).
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Figura 10.4. Andlisis neighbor-joining y de componentes principales (acp) en 96 genotipos de palma de aceite. a. Dendrograma aplicado

Dim 1(18,12%)

al algoritmo neighbor-joining, basado en la matriz de distancias de Nei (1972) y en un remuestreo de 1.000 réplicas
(PHYLIP, version 3.5¢) (Felsenstein, 1989); b. acp, que muestra las dos primeras coordenadas (Genetix, version 4.05) (Belkhir et al., 2004).

En rojo se muestran los individuos de E. oleifera, mientras que los hibridos se presentan en tres grupos de otros colores.
Fuente: Barrero et al. (2013a)
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De esta forma, los cinco nuevos locus microsatélites permitieron discriminar
tres poblaciones con similitud intermedia al parental materno E. oleifera y
con posible similitud al padre E. guineensis. Asi, con base en los estudios
anteriormente mencionados (Barrero et al.,, 2013a; Gallego et al., 2012), se
puede concluir que fue posible identificar un total de quince marcadores
ssrR adecuados para discriminar las poblaciones hibridas generadas por el
progroma de mejoramiento de AGROSAVIA.

Marcadores sNP

Los anteriores estudios indican que es posible establecer un sistema de
identificacion molecular de las plantas de palma de aceite para futuros
estudios de mejoramiento, diversidad genética y conservacion, mediante el
uso de marcadores altamente informativos como los ssr. A futuro también
se espera incluir poblaciones con un mayor numero de individuos y con
marcadores moleculares mds abundantes en el genoma, como los sNp, para
la seleccion de poblaciones diferenciales en etapa de vivero y la asociacion
con el fenotipo de interés (por ejemplo, seleccion gendmica o mapeo por
asociacion), como apoyo al mejoramiento del cultivo.

En relacion con lo anterior, AGrosavia, en convenio con la Universidad de Cornell,
EE. UU. (Barrero et al.,, 2013b), procesé nuevas poblaciones F1 OxG en fase
de vivero (380 individuos preliminares) y posibles parentales (27 individuos),
mediante cBs, lo que permitid obtener miles de marcadores snp, ideales para
estudios de diversidad genética y de asociacion genotipo (variante alélica o
snp) con fenotipo (Elshire et al., 20T1).

Como producto de la genotipificacion via css, se identificaron 131,825 snp en
un panel de 407 muestras, los cuales fueron filtrados por desequilibrio de
ligamiento (pL) para eliminar marcadores redundantes y frecuencia minima
de alelos (Mar = 0,05) y asi se obtuvo un set de 3,506 snp de alta calidad,
con un porcentaje de datos perdidos de 18,75 %. Con estos marcadores se
realizd un andlisis de componentes principales en el paquete estadistico R
(Dalgaard, 2010), en el que los tres primeros componentes explicaron 15,47 %
de la variacidon presente en la poblacion de estudio (figura 10.5).
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Figura 10.5. Distribucion espacial de los tres primeros componentes principales en
la poblaciéon de hibridos O x G y parentales. Se observa una clara separacion

entre los parentales y los hibridos.

Fuente: Elaboracién propia

Adicionalmente, en el andlisis de distancias genéticas, con el método de
agrupaciéon del vecino mds cercano (neighbor joining), implementado en el
software TasseL V3 (Bradbury et al., 2007), se observé un claro patrén de tres
grandes grupos. Dos estaban relacionados por su afinidad con cada uno de
los parentales, y dentro de ellos también pudieron diferenciarse claramente
varios subgrupos de los hibridos O x G (figura 10.6). El gran nimero de marca-
dores obtenido permite diferenciar, con un alto grado de confianza, los grupos
de poblaciones segregantes, en relacién con su afinidad a los parentales. A
futuro, en la medida en que estas poblaciones segregantes se evalien para
fenotipos de interés como la pc, serd posible realizar estudios de asociacion
rasgo-marcador para identificar regiones del genoma relacionadas con estos
rasgos y seleccionar progenies con atributos de interés en etapas de previvero.

Un ejemplo de esto se ilustra en el estudio de asociacion de genoma com-
pleto, genotipo (eas)-fenotipo de Osorio-Guarin et al. (2019), en el que se usd
una poblacion de 378 individuos del hibrido O x G generado por AGROSAVIA Yy



Recursos genéticos y mejoramiento de la palma de aceite en acrosavia, Colombia

se identificaron doce regiones gendmicas (snp), localizadas cerca de genes
candidatos y asociadas con la arquitectura de la planta y la produccion,
como potenciales marcadores para seleccion asistida del programa de
mejoramiento. Ademds, recientemente Garzon-Martinez et al. (2022) eva-
luaron 431 hibridos OxG y 444 retrocruces (BC1) generados por AGROSAVIA
para caracteristicas morfologicas y de produccidn, mediante estudios de
prediccion gendmica. Se encontraron altos grados de prediccion para el drea
foliar, la altura del tallo y la produccion —esta Ultima con el uso de modelos
multicaracteres—, lo cual confirmo el potencial de 6s para seleccidon de pa-
rentales y prediccion de valores genéticos.

A Elaeis =
oleifera

Elqels G
guineensis

Figura 10.6. Arbol de distancias genéticas generado con el método de agrupamiento
de neighbor joining, en el que se observan tres grupos, dos que conforman subgrupos
cercanos al parental resistente E. oleifera (A [subgrupos B, D, E y Fl) y al parental susceptible

E. guineensis (G [subgrupos H, I, J, K, L M y NJ), y un tercer grupo intermedio, situado
entre los dos parentales (O).

Fuente: Elaboracion propia con base en Barrero et al. (2013a)




Estas plataformas pueden alinearse con sistemas de marcadores de Ultima
generacién recientemente implementados o en proceso de implementacion,
para el eficaz mejoramiento genético de la especie. Dado lo anterior, se
espera que en un futuro cercano se puedan establecer acercamientos entre
instituciones nacionales e internacionales para avanzar eficientemente en el
mejoramiento genético de este cultivo en Colombia.
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