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Caracterizacion de la diversidad
genética de las colecciones
biologicas de CENIPALMA
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Flujo de trabajo para los estudios de diversidad genética

1) Colecta de Material Vegetaly
Macerado 2) Extraccion de ADN

3) Amplificacién con Marcadores Microsatélites y Analisis de Diversidad Genética
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ESTUDIOS DE DIVERSIDAD GENETICA EN LAS COLECCIONES BIOLOGICAS DE CENIPALMA

Colecta de Palma de Aceite (E. guineensis) en la Republica de Camerun (Africa)
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Arias, D., Montoya, C., & Romero, H. (2012). Molecular characterization of oil palm Elaeis guineensis Jacq. 5 = * c12s3
materials from Cameroon. Plant Genetic Resources,11(02), 140-148.
https://doi.org/10.1017/51479262112000482 Topologia basada en el método de agrupamiento Neighbor-joining y el indice de
disimilaridad. Incluye las 311 accesiones de E. guineensis de la Colecta de Camerun, las
6@ cuales no se observan separadas por su origen geografico.
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ESTUDIOS DE DIVERSIDAD GENETICA EN LAS COLECCIONES BIOLOGICAS DE CENIPALMA

Colecta de Palma de Aceite (E. guineensis) en la Republica de Angola (Africa)

§.
o]
M I
- ;a
1
LI e Wl 1
2. Surte
|
.cmxrro
y B sumee
B CABINDA
- 1 BENGUELA
® 5. 15_10E>_1 e
Arias, D., Gonzdlez, M., Prada, F., Restrepo, E., & Romero, H. (2013). Morpho- ®s_3 \“5_1D .UIGE
agronomic and molecular characterisation of oil palm Elaeis guineensis Jacq. 5‘_10
material from Angola. Tree Genetics & Genomes, 9(5), 1283-1294. 0y 0.2

https://doi.org/10.1007/s11295-013-0637-5

Figura 1. Topologia Neighbor Joining (método Weighted) a partir de una matriz de disimilaridad con
un indice de apareamiento simple (DARwin 6.0). Seincluyen 455 palmas de la coleccién de

-
éécenipalma germoplasma de Angola




ESTUDIOS DE DIVERSIDAD GENETICA EN LAS COLECCIONES BIOLOGICAS DE CENIPALMA

Palma Americana, Elaeis oleifera (Kunth) Cortes
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Figura 1. Topologia Neighbor Joining (método Weighted) a partir de una matriz de disimilaridad con un indice de apareamiento simple (DARwin 6.0).
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Estudio de la estructura genética espacial de la palma Elaeis oleifera (Kunth) Cortés en
zonas de distribucion natural de Colombia con fines de conservacién ex situ
Proyecto Colciencias (Contrato 152-2016).
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Figura 1. Mapa de pre-prospeccion de la especie E. oleifera en 12 departamentos y 37
@Gcenipalma municipios de las regiones del Andina y Caribe




Principales Resultados
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Factores genéticos claves para la
sintesis de acidos grasos




Perfil de la composicion en acidos grasos del
aceite vegetal ...

- “

Aceite de Maiz
Saturados 14 %
Mono-insaturados 28 %
Poli-insaturados 58 %

Saturados 6 %
Mono-insaturados 62 %
Poli-insaturados 32%

Aceite de Colza

Aceite de Palma
Saturados 50%
Mono-insaturados 40 %

® »
< %\ 'f Poli-insaturados 10 %
\ ._.._1 PR .:--"“

Aceite de Oliva
Saturados 15%
Mono-insaturados 75 %
Poli-insaturados 10 %

Aceite de girasol Aceite de Soya
Saturados 12% Saturados 15%
Mono-insaturados 22 % Mono-insaturados 24 %

Poli-insaturados 66 % Poli-insaturados 61 %
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Nosotros tenemos el escenario siguiente que consideramos es el mas probable:

v’ El nivel de la expresién de los genes de la via de sintesis y de montaje de los dcidos grasos

es mas elevado en E. guineensis.
v'Elaeis oleifera tiene un retraso en la expresion de toda la maquinaria de sintesis de los

acidos grasos.

do palmitico
iR
o W ol
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Ejemplo : FATB 1.2

70% C18:1 50% C18:1
Locus 1 Locus 2 Locus 1 Locus 2
FR? Abuelo  Homocigoto  Homocigoto Homocigoto Homocigoto
+ Eo FATB! = FATB? mm FATB! mm  FATBZ =—
— | - X ‘ ull
AR AR ‘L ||
FR?
- FATB!  FATB? FATB!  FATB?
+ Hibrido
Eo x Eg ‘ — | mm x| | -
FR ? ................. FATB]- FATB2 FATBl FATBZ
+ \ Pseudo-BC1 N — S _
X
Autofécundacion
BC2
FATB?
FR? -
+ ¢ |

Se puede imaginar otras opciones a

Eo Turbo Eg LaMeé

?
+ FR:
Abuelo
Eg
?
+ FR:
Parental Egl
2
+ FR:
Parental_Eg2 ,ﬁ“i

FR ?
+ Ensayo BC2
% Validacidén

Introgresion

un verdadero aceite de oliva tropical



Genes asociados a la
generacion de frutos

respuesta a la

aplicacion de

inductores de
crecimiento

agcenipalma



Genes asociados a la generacion de frutos partenocdrpicos en respuesta a la
aplicacion de inductores de crecimiento

Metodologia en campo para analizar la expresion genes

COLECTA DE ESPIGAS ‘ CODIGO DE MUESTRA
» T0 = Colecta de 10 espigas Sy
*T1=Colecta de 10 espigas ~ 13-2:2T1
T2 =Colectade 10 espigas ~ 13.9.9.17

SINANA=T2

PALMANO 13 FmBOLSER UNA INFLORESCENCIA DE LA PALMA 13 EN 607

" 10 = Colecta de 10 espigas il

"T1=Colectade 10 espigas 5211
T2 =Colectade 10 espigas 5.0.1.12

APLICAR ANA=T1

Estadio 603 Estadio 607 Estadio 700

EMBOLSAR UNA INFLORESCENCIA DF LA PALMA S £N 607

, T0=Colectade 10 espigas ~ 24-2-3-10
~»T1=Colectade 10 espigas  75.2.3.11

g * T2 = Colecta de 10 espigas T

CON POLEN=T3

PALMANO 24 g 5014 UNA INFLORESCENCIA DE LA PALMA 24 EN 607

Tratamiento con inductor de crecimiento: Acido
Naftalenacético (ANA) con dosis de 1.200 ppm
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Modelo biologico propuesto en respuesta a la aplicacion de ANA

Montoya, C., Mejia-alvarado, F.S., Botero-rozo, D., Ayala-diaz, |.
M., & Romero, H. M. (2023). Parthenocarpy-related genes
induced by naphthalene aceticacidin oil palminterspeci fi c O x
G [ Elaeis oleifera (Kunth ) Cortés x Elaeis guineensisJacq.]
hybrids. Frontiers in Genetics, 14:1099489(March), 1-12.
https://doi.org/10.3389/fgene.2023.1099489
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Modelo biologico de la
respuesta al estres por Aluminio A
en Palma de Aceite P

L \@ -

(a)

Signais? ] W& My

AP stress

i NS A
 astart Q () B ~.
e 4 NN W ORTIELE Q‘ Citrate |
) T~ Nrat [l

’

'

1

L]

4 k -
| 3+

Y sTARi-stARz O$ALSLL Al

T citrate AP <‘

\

7 S T A (2) X Vacuole
Cytosol ( ) Cytosol J

Vacuole

Modelos bioldgicosde toleranciaa Aluminio para A. thalianay arroz

Delhaize, E., Ma, J. F,, & Ryan, P. R. (2012). Transcriptional regulation of aluminium tolerance
genes. Trends in Plant Science, 17(6), 341-348. https://doi.org/10.1016/j.tplants.2012.02.008

agcenipalma



Metodologia para
analizar la

Evaluacion de 4 materiales, un cultivar comercial IRHO 7001 y tres
progenies de cruzamientos de la coleccién bioléogica de Camerun x
Yangambi (CR-10-0-2, CD19-12 y CTR3-0-12).

E IRHO 7001 CR-10-0-2 CD19-12 CTR3-0-12
expresion genes N\ V2N N\ VB
iy 4 iy 1Y iy 1) AN 4
1. Siembra en casas de malla 4 4. 4 4. 4 4. A 4
del ensayo Aluminio Aluminio Aluminio Aluminio
2. Corte de tejidosde las N N AN _l le N
raices para extraccion el Ay 1Y AN YR Ay LYR Ay 4N
RNA Figura 1. Montaje en casa de mallas. ! ‘ ' ' ‘ ’
.49 - Palmas en recipientes de poliestireno con 2. & 4. e 4. s 4. &
3. AnaIISIS de eXp resion de solucion Hoagland. Control Control Control Control
genes asociadosa la
respuesta al estrés por
Aluminio
ARN o
Libreria Amcr
S g § i . > Lecturas = ;g’}’ée l:
_:'_= - Egég:mcrm
Nucleo L — —— 5 g%%%%{gg‘ﬂ'
Célula PR ——— ] >Chr4
\ ~ = N Mscneen
Extraccion de ADN Preparacion de libreria Ensamblaje )

y secuenciacion

agcenipalma

Figura 2. Flujo de trabajo para la evaluacion de la expresion diferencial de genes implicados en la
respuesta ante toxicidad por aluminio, empleando cuatro genotipos y dos condiciones (control y Al*3).
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Modelo bioldgico de la respuesta al estrés por Aluminio
Mecanismo interno

Ca?* channel

Mecanismo externo
Al*3

lon channel

[+ Ca*z]\
/

. \ H*
a. ! b. e / by Al*3 ! H+‘g ___________ S5z
\ | ) * IOE || s
i - on channe
CaM-CML ~ \ ’_A,hPH
PER15 | A
stop1 £
GRXC1 ALMT : [NO¥] €----—--- » [NO3*|
ROMT | — : MATE | Genes de /
Z551 | Genes de respuesta Control Aluminum Control Aluminum NRAI\T’ [ | _respuesta | | NRT1/ PTR
- ' HIPRs | A N
HS1 2 d. GDH1?
BBI | r [ stop2?  PSY2-NCED3
P j ABCG25
gl
HLH, ERF
N | DREB1E i ABA Cemmmmmm———=> ABA
AHG1 J
» AR | | /
',/ Control Aluminum ““Control Aluminum Nucleus
Nucleus v \t-VITl Fia.1 11 it iy o 15 CTRE01, @1 1062 3@ D 10- 12,45

AI+3 AI+3 > 5 fe sent a more substantia i e root apex and clongs
A3 A3 Resultados de la tincién de raices primarias con
Vacuole Hematoxilina
- Quelacién por metabolitos secundarios
- Desintoxicacidn por enzimas

- Compartimentalizacion en érganos celulares

@Gcenipalma

" /

- Modificacion de la membrana plasmatica
- Exudacién de acidos organicos
- Cambio del pH en la rizosfera

Mejia-alvarado, F.S., Botero-rozo, D., Araque, L., Bayona, C., Herrera-corzo, M.,
Montoya, C., Ayala-diaz, |., & Romero, H. M. (2023). Molecular network of the oil

palmroot responseto aluminumstress.BMC PlantBiology, 23:346, 1-12.
https://doi.org/10.1186/s12870-023-04354-0




Determinacion del agente
causal de la Pudricion Basal

Mestizo, Y., Zuiiiga, L., Arango, M., Bandera,
G., Martinez, J., Pineda, B., & Martinez,
G. (2015). Avances en la investigacidon de
la Pudricion basal del estipite (PBE) en
palma de aceite en Colombia *. Revista
Palmas, 36(2), 55-65.

Rakib, M. R. M., Bong, C.F. J,,
Khairulmazmi, A., & Idris, A.S.
(2014). Genetic and Morphological
Diversity of Ganoderma Species
Isolated from Infected Oil Palms (
Elaeis guineensis ). International
Journal of Agriculture and Biology,
16(4), 691-699.

Mestizo et al. 15

@ﬁ:enipalma Rakib et al. (2014)



;. Qué se hace desde la biologia molecular
para identificar un patogeno?

Region especifica

ATGACGGATCAGCCGCAAGCGG
TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCC
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Metodologia Resultado

100

CPBSZN 29

2l

+ CPBSZN 36

100

- CPBSZN 34

CPBSZN 30

CPBSZN 31

— CPBSZN 35

100 L— CPBSZN 38

Ganoderma zonatum strain FL 03

100 ¥ Ganoderma zonatum strain FL 02

Castillo, S.Y., Rodriguez, M. C., Gonzalez, L. F., Zuiiga, L. F.,
Mestizo, Y. A., Medina, H. C., Montoya, C., Morales, A, | —
Romero, H. M., & Sarria, G.A. (2022). Ganoderma zonatum 0.020

Is the Causal Agent of Basal Stem Rot in Oil Palmin
Colombia.Journal of Fungi, 8(230).

6@ https://doi.org/10.3390/j0f8030230
cenipalma

ADN del patogeno

I— Ganoderma boninense strain WD 2028
1

0 | Ganoderma boninense strain WD 2085

Ganoderma lucidum strain Cui 9207

— Ganoderma lucidum strain K 175217

Tomophagus colossus strain TC 02/CGMCCS5 763

39d e sopejdose
sooiuabojed sojuaiwe|siy

Arbol filogenético de los aislamientos asociados a PBE basada en los datos de una combinacién las
regiones de ITS, rpb2 y tefla. Los nimeros sobre los nodos representan los valores de bootstrap. La
topologiayvalores se derivan del analisis de mdxima verosimilitud.




Determinacion del agente
causal de la Marchitez Letal (ML)

Congratylations,\ 4
it only took you

Palma con ML

@gcenipalma



Palma con
Marchitez zona

Metodologia *™®

Secuenciacion para
identificacion de
microorganismos

- xeeonngk

e  dkdnijgjfk

kdnmdos
= pemcidso

Lista de microorganismos
presentes entodas las
muestras con ML

Lista de
microorganismos

Negativo Positivo

Comparaciénbases de datos PCR digital
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Clostridium
Faenibacilius
Stenotrophomona
Rummeliibacilius
Acholeplasma
Morganella
Gluconacetobacter
Achromobacter
Ralstonia
Cupriavidus
Chitinophaga
Streptomyces
Halomonas
Dietzia
Microbacterium
Rhodococcus
Snodgrassella

@gc

2020 Zona Oriental (ZO)

Ca. Liberibacter

Pseudomonas

Kosakonia
Shigella
Erwinia
Citrobacter
Klebsiella
Sphingomonas
Clostridium

Escherichia
Baciilus

Arcobacter
Acinetobacter
Burkholderia
Serratia
Staphylococcus I

en

Tatumelia
2020 Clostridium
Lactococcus
Salmonella
Lactobacillus
Exiguobacterium
Brevundimonas
\ Kluyvera

3 5 1 Shimwellia

| Buttiauxella
Rheinheimers
Phyllobacterium
Streptacidiphilus
Alsobacter
Brevibacterium
Weissella
Sphingobium

Zzona oriental

Methylobacterium

EnEiise "FEE- BRETFIe " IHFT REITe -~ TS~ BB Ifa FEER° AWIFIs SERT ST FERT A RTFia FEW
Lista de géneros bacterianos compartidos entre palmas con ML afio 2019 y

Pantoea
Providencia
Pactobacterium
Lysinibacillus
Cedecea
Neisseria
Enterobacter
Raoultella
Cronobacter
Bacteroides
Enterococcu
Deinococcus
Variovorax
Luteimonas
Streptococcus
Corynebacterium
Leuconostoc

Ca. Liberibacter asociado a los sintomas de palmas con marchitez




Analisis de diferentes muestras mediante PCR digital

CEPC
2020
ML (+) E. guineensis
A * cepv 2020
E. guineensis
Oleifera (-) :
Marchitez zona Marchitez zona
Limén Olefferas 2018 Olefferas 2023 Clon in vitro ML e central central
)
20
[ |
[ |
5 178
16.5
[ ]
~ L
?; 10 "
% 113
f " . 0.9g
.
g = - [ | n [ | 6.18 n
. [ ] - A0 pons . L — Sy >
| | L ] ] L] L [ ] ] L. ] n (] 278 27 T 296
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@?cenipalma enfocarlos protocolos de manejo integrado de una manera exitosa, contribuyendo con el estatus fitosanitario del cultivo




Biotecnologia para enfrentar la pudricion del
cogolio (PC)

Catalogo de proteinas de
@ virulencia y evaluacion
transitoria en palma de

aceite

Evaluacion cultivares

@ contrastantes E.

guineensis

Diagnostico de
patégenos de palma de
aceite
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Evaluacion transitoria de proteinas de virulencia de P.
palmivora en tejido de palma de aceite

PTI

R-protein

=
_,/n.

defense Plant Cell/

¥

\ defense  pjant Cell

[
j HR = respuesta hipersensible
| Muerte celular programada

Modificado de Kazan and Lyons. Plant Cell 2014:26.
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Evaluacion transitoria de proteinas de virulencia en tejido
de palma de aceite

&S ) Efector + BAX VS EV BAX vSEV
o | o Cdd. 48-Susceptible Cdd. 48-Susceptible

! Control="
RESISTANC

Efector + BAX vSEV BAX vsSEV
Cdod. 82-Resistente Cod. 82-Resistente

Menos purJtos azules

Mas puntos azules el el efector induce
Efector NO prende defensa (HR) de |a St
defensa de la palma. planta. '-

de ensayos busca determinar si un efector podria suprimir la muerte celular provocada por BAX.




Evaluacion de progenies de E. guineensis mediante P. palmivora
transformada geneticamente

Cod. 48 - Susceptible Cod. 82 - Resistente
Campo claro GFP 1P Sobrelapada

Campo claro GFP P Sobrelapada
- - + ey e T P

6 hpi

12 hpi

24 hpi

Microscopia de
fluorescencia
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BUsqueda de fuentes de resistencia a la pudricion del .
Mortalidad - Resultados Angola x

cogollo en Elaeis guineensis Jacq. - testar 2020
Identificacion de genotipos resistentes con apoyo de la 60
Biotecnologia L
@ 40
mAl g’ 30
2
Pruebas de progenie ’ /\ ‘ ——
— Ejm: Tumaco dura pisifera Angola x tester CNR N NPT NI ST
BE i R SR o et @9' SR Ll @@
More resistant More susceptible
Seleccion de Seleccidn parentales

parentales

More resistant More susceptible

Progenies a mejorar Pruebas de progenie

l Pc-r |\

More resistant More susceptible

"iwe ! W

Adaptado de Durand-Gasselin, Findings and advances on Ganoderma in oil palm. 2015 Evaluation Selection

Tomado de: Poland, J. 2014. Genomics Assisted Breeding and Field-Based High
6@ Throughput Phenotyping. DOE ARPA-E—Advanced Plant Phenotyping Workshop
cenipalma



_‘,_W, )

W

-
).

by f

@Gcenipalma




	Slide 1: Biotecnología, actualidad y futuros desarrollos para la agroindustria de la Palma de Aceite
	Slide 2: CONTENIDO
	Slide 3: Caracterización de la diversidad genética de las colecciones biológicas de CENIPALMA
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8: Pre-prospección de la especie E. oleifera  en el territorio colombiano 
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15: Genes asociados a la generación de frutos partenocárpicos en respuesta a la aplicación de inductores de crecimiento  
	Slide 16: Metodología en campo para  analizar la expresión genes  
	Slide 17: Modelo biológico propuesto en respuesta a la aplicación de ANA 
	Slide 18
	Slide 19: Metodología para  analizar la expresión genes  
	Slide 20
	Slide 21: Determinación del agente causal de la Pudrición Basal del Estípite  
	Slide 22: ¿Qué se hace desde la biología molecular para identificar un patógeno?
	Slide 23: Metodología 
	Slide 24: Determinación del agente causal de la Marchitez Letal (ML)  
	Slide 25: Metodología 
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28: Biotecnología para enfrentar la pudrición del cogollo (PC)  
	Slide 29
	Slide 30
	Slide 31: Evaluación de progenies de E. guineensis mediante P. palmivora transformada genéticamente
	Slide 32
	Slide 33: Gracias 

