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Resumen

Con el objeto de estudiar la diversidad genética del arbol forrajero nacederoTrichanthera gigantea (Humb.
Bonpl.) Nees, existente en la coleccion nacional de la Fundacion Centro para la Investigacion en Sistemas
Sostenibles de Producciéon Agropecuaria (CIPAV) se utilizaron cinco cebadores RAMs en 38 accesiones
procedentes de once departamentos de Colombia y dos estados de Venezuela. Se obtuvieron 71 bandas
usadas para estimar los parametros de diversidad genética. Se adapté un protocolo de extraccion de
ADN para la especie y se estableci6 un banco de ADN de las accesiones en la Universidad Nacional
de Colombia sede Palmira, para la realizacion de trabajos futuros. Los resultados indicaron que la
coleccion nacional de nacedero presenta heterogeneidad en sus accesiones, alta diversidad genética y
no se encontro relacion entre los grupos genéticos formados mediante el analisis molecular y las zonas
geograficas de origen.

Palabras clave: ADN, bancos de germoplasma, extraccion de ADN, marcadores genéticos, nacedero,
Trichanthera gigantea.

Abstract

To study the genetic diversity of the national collection of Trichanthera gigantea (Humb. & Bonpl.) Nees
from the Foundation Center for Research in Sustainable Systems for Agricultural Production (CIPAV),
five primers RAMs were used on 38 accessions from 11 departments of Colombia and two states of
Venezuela. A pattern of 71 bands was obtained and used to estimate genetic diversity parameters.
A specific protocol for DNA isolation was adapted and a DNA bank was established at the National
University of Colombia, Palmira campus for further investigations. The results showed heterogeneity and
high genetic diversity in these accessions. No relationship was found among molecular group analysis
and the geographical origin zones.

Key words: DNA, DNA isolation, genetic markers, germplasm banks, nacedero, Trichanthera gigantea.

120



DIVERSIDAD GENETICA DE ACCESIONES DE NACEDERO TRICHANTHERA GIGANTEA (HUMB. & BONPL.) NEES

Introduccion

Durante los ultimos anos el desarrollo e im-
plementacion de alternativas economicas de
alimentacion animal tropical ha avanzado en
el estudio y valoracion de los recursos forra-
jeros locales, adaptados al medio y aceptados
por los productores. Los arboles y arbustos
multiproposito tienen un elevado potencial
natural pero, paradédjicamente, no han sido
suficientemente investigados, pese a la nece-
sidad de encontrar nuevas fuentes proteicasy
de minerales para la alimentacion animal. La
utilizacion de plantas arboéreas y arbustivas
forrajeras se presenta como una alternativa
para el sector agropecuario en Colombia, sin
embargo, en el pais se desconocen caracteris-
ticas de importancia econoémica de recursos
como el nacedero (Trichanthera gigantea), lo
que limita su empleo como especie forrajera
arborea con potencial de uso dentro del enfo-
que de la agricultura sostenible en bancos de
proteina o sistemas silvopastoriles. El nacede-
ro ofrece algunas ventajas para su utilizacion
como fuente de forraje por su adaptacion a
diversos agroecosistemas, un alto contenido
de proteina, palatabilidad, digestibilidad y
buena aceptacion por los diferentes animales
domeésticos como bovinos, ovinos, porcinos y
aves de produccion familiar campesina (Le-
terme y Buldgen, 2007; Murgueitio, 1990).
Cientificos y algunas organizaciones
internacionales han realizado esfuerzos por
investigar y difundir los beneficios de esta es-
pecie en Ameérica y Asia tropical (Rios, 2002;
Nguyen y Phan, 1995). Este auge ha contri-
buido a ampliar el conocimiento sobre la ofer-
ta nutricional en diferentes especies anima-
les, principalmente en monogastricos, donde
se empezd a observar una alta variabilidad
en las evaluaciones con animales (Ospina,
2000). Con el fin de establecer si la variacion
fenotipica observada es fundamentalmente
de origen genético, ambiental o producto de
la interaccion genotipo x ambiente, la Fun-
dacion Centro para la Investigacion en Siste-
mas Sostenibles de Produccion Agropecuaria
(CIPAV) establecio en Colombia un banco de
germoplasma con accesiones de Colombia y
Venezuela (Rios, 2002). Esta coleccion es,
hasta la fecha, la mas completa en términos
de numero de procedencias incluidas (Ji-

ménez, 2006) y esta registrada oficialmente
ante el Instituto Humboldt, responsable del
registro de colecciones relacionadas con la
biodiversidad en Colombia.

En los trabajos de investigacion realiza-
dos por el CIPAV se ha identificado el nacedero
como una de las especies mas promisorias
como fuente de alimento para animales, tanto
en monogastricos (conejos, curies, gallinas
y cerdos) como en rumiantes (ovinos y bovi-
nos) (Ospina, 2002; Gémez et al., 1995). Esta
planta es un arbol de la familia Acanthacea
originario de los Andes del Norte, con dis-
tribucion original en Ecuador, Colombia y
Venezuela (Gentry, 1993) a la cual se le han
registrado numerosos usos en las culturas
popular indigena y campesina como atribu-
tos medicinales, ambientales (atraccion del
agua en los manantiales), magico-religiosos
o forrajeros (Rios, 1994).

Estudios de caracterizacion molecular
con utilizacion de patrones isoenzimaticos
confirmaron la existencia de una alta va-
riabilidad genética dentro de la coleccion en
Cipav (Rios, 1994). Esta variabilidad puede
manifestarse en diferencias en la composicion
quimica de las accesiones (Ospina, 2000) y
existen evidencias que senalan la presencia
de diferencias en la calidad nutritiva de tipo
intraespecifico, en los tenores de proteina,
fibras, minerales y metabolitos secundarios
en T. gigantea que invocan la necesidad de
profundizar en la investigacion genética de
diferentes accesiones del arbol (Rosales,
1997; Leterme y Munoz, 2007). Sin embargo,
se requieren estudios mas precisos para la
evaluacion de la diversidad de la coleccion
utilizando marcadores de ADN. Por otra par-
te, el diagnodstico reciente sobre el estado de
biodiversidad en Colombia indica que varios
de los ecosistemas de montafia se encuentran
seriamente amenazados con alto riesgo de
pérdida de los recursos genéticos, razén por la
cual se hace necesario caracterizar y evaluar
los materiales recolectados para su posterior
utilizacion en programas de conservacion y
mejoramiento (Romero et al., 2008).

En este trabajo se estudio la diversidad
genética de la coleccion nacional de nacedero
establecida por el CIPAV, usando la técnica
molecular RAMs (Random Amplified Micro-
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satellites), con el propdsito de utilizar estos
resultados en el futuro desarrollo de estrate-
gias de conservacion de germoplasma, selec-
cion de materiales superiores y programas de
mejoramiento genético.

Materiales y métodos

Se recolectaron hojas y brotes jovenes de 41
accesiones procedentes de ocho departamen-
tos de Colombia y tres estados de Venezuela,
de la coleccion nacional de nacedero estable-
cida por el CIPAV localizada al suroccidente
de Cali, Valle del Cauca, Colombia a 1.042
m.s.n.m, con una precipitacion promedio
de 1.887 mm y 25 °C de temperatura. Las
muestras se conservaron en nitréogeno liquido
para su transporte y hasta el momento de su
procesamiento en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad Nacional de
Colombia sede Palmira, donde se realizaron
todos los analisis de laboratorio y estadisticos
de resultados. Para la extraccion de ADN se
evaluaron las metodologias: (1) la descrita
por Dellaporta et al. (1983) con algunas mo-
dificaciones y el kit comercial Plant DNEasy
Mini Kit de Qiagen ® utilizando las recomen-
daciones del fabricante. (2) La evaluacion de
la calidad y cantidad del ADN obtenido se
realiz6 mediante geles de agarosa al 0.8%
corridos en tampon TBE 0.5X (Tris-borato
0045M; EDTA 0.001M) a 100 voltios durante
una hora y tefiidos con bromuro de etidio a
una concentracion final de 0.5 ug/ml. Las
concentraciones de ADN se determinaron
mediante comparacion con concentraciones
conocidas de ADN del bacteriofago Lambda.

Para el establecimiento de un banco de
ADN, las muestras extraidas con sus identi-
ficaciones respectivas fueron almacenadas en
cajas criogénicas a -80 °C en la Universidad
Nacional de Colombia sede Palmira. Se con-
formé6 una base de datos automatizada donde
se asigno un codigo Unico y se registré toda
la informacion disponible para cada una de
las accesiones. Para visualizar la distribucion
de las accesiones de la coleccion con la infor-
macion geografica disponible, las accesiones
se ubicaron espacialmente en un mapa utili-
zando el programa DIVA-GIS version 7.7.7.2.

Para evaluar la diversidad genética
se emplearon los siete cebadores RAMs

122

(Cuadro 1) con las condiciones de amplifi-
cacion por PCR descritas por Bonilla et al.
(2008) para uchuva (Physallis peruvianay).
Los productos amplificados se visualiza-
ron en geles de poliacrilamida al 6% (37:1
—acrilamida:bisacrilamida) corridos a 160
voltios por 1 hora y tefiidos con sales de pla-
ta como se describe en protocolos estandar
(Sambrook et al., 1989). La informacion de
los patrones de bandas obtenidos se registro
en una matriz binaria de presencia (1) o, au-
sencia (0). Para la seleccion de bandas poli-
morficas se considerd como locus polimorfico
aquel en el cual la frecuencia del alelo mas
comun fue < 95%. Los analisis estadisticos
fueron realizados a partir de esta matriz con
el uso de los programas Simqual del paquete
NTSYS- PC (Numerical Taxonomy System for
Personal Computer) y el programa TFPGA
(Tools for Population Genetic Analisys).

Cuadro 1. Cebadores RAMs utilizados en la caracterizacion
molecular de nacedero.

Cebador Secuencia”

CT DBDCTCTCTCTCTCTCTC
CGA DHBCGACGACGACGACGA
CA DBDACACACACACACACACA
AG HBHAGAGAGAGAGAGAGAG
TG HVHTGTGTGTGTGTGTGT
CCA DDBCCACCACCACCA

GT VHV GTG TGT GTG TG

* Para los sitios degenerados se utilizan las designaciones
siguientes: HA6T6C); B(G6T6C); V(G6AGC)yD
(Go6AOGT).

La similitud genética se calculé mediante
el coeficiente de Dice (Nei, 1978): S=2a/(2a+ b
+ ¢), donde a son las bandas compartidas por
ambos individuos, b son las bandas presentes
en el individuo (1), pero no en (2), y ¢ son las
bandas presentes en el individuo (2), pero no
en (1). El analisis de agrupamiento se realizé
con el programa SAHN de NTSYS -PC (version
2.02g, 1998) utilizando el método UPGMA, un
método grafico de agrupamiento por parejas
que usa el promedio aritmético no ponderado.
El dendrograma se construyo con el programa
TREE de NTSYS —PC (version 2.02g, 1998). Se
hizo un analisis de correspondencia multiple
(ACM) para asociar columnas y filas de la
matriz binaria determinando el nivel de aso-
ciacion o determinar proximidad (Joseph et
al., 1992). Para estimar la diversidad genética
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se utilizaron los parametros de heterocigoci-
dad promedio esperada (He) y el porcentaje de
loci polimorficos (P), los cuales se estimaron
sobre todos los loci y el promedio de los mis-
mos, de acuerdo con la formula no sesgada
de Nei (1973).

Resultados y discusion

Extraccion y establecimiento del banco de ADN

Mediante la metodologia de Dellaporta et
al. (1983) se obtuvieron concentraciones de
ADN entre 30 y 300 ng/ul, de buena calidad
para la amplificacion por PCR de los RAMs
(Foto 1). Se hicieron algunas modificaciones
adicionales a la metodologia consistentes en
la creacion de una precipitacion adicional
con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico en
proporcion 24:24:1 y la dilucion final del ADN
en 100 ul de tampoén TE 1X, lo que aseguro
una buena concentracion y la eliminacion de
otras sustancias que pudieran interferir en
las amplificaciones. La extraccion mediante
el kit comercial Plant DNEasy Mini Kit de
Qiagen ® permitio la extraccion de ADN en
concentraciones entre 30 y 50 ng/ul en un
volumen de dilucion final de 50 ul, una mo-
dificacion efectuada a las condiciones suge-
ridas por el fabricante con el fin de obtener
una mayor concentracion de ADN. De igual
manera, el ADN obtenido presento la cantidad
y calidad suficientes para la realizacion de las
amplificaciones por PCR de los RAMs.

Las metodologias empleadas en esta in-
vestigacion para la extraccion de ADN han

Foto 1.

permitido obtener ADN de buena calidad
y de concentraciéon adecuada en especies
vegetales como Physalis peruviana (Bonilla
et al., 2008), Lycopersicum sculentum (Res-
trepo, 2003), Phaseolus vulgaris (Henriquez,
2000) y Manihot esculenta (Mejia, 2002). No
obstante, con base en los resultados de esta
investigacion se sugiere la utilizacion de la
metodologia modificada de Dellaporta et al.
(1983) en nacedero, en donde el 70.7% de las
muestras presenté una concentracion > 50
ng/ul, ya que en tiempos similares es posible
obtener una mayor cantidad y concentracion
de ADN de buena calidad a un menor costo
(datos no publicados) y utilizando insumos
basicos de laboratorio que no son empleados
por la otra metodologia.

Los resultados permitieron establecer
un banco de ADN con 41 muestras extrai-
das, correspondientes a las accesiones de
la coleccion del CIPAYV, el cual se encuentra
disponible en el Laboratorio de Biologia Mole-
cular de la Universidad Nacional de Colombia
sede Palmira, a una temperatura de -20 °C,
acompanado de una base de datos automa-
tizada en la cual se encuentran registrados
los datos de pasaporte disponibles por ac-
cesion y las respectivas concentraciones de
ADN por muestra. Mediante la utilizacion de
programas de sistemas de informacion geo-
grafica se realiz6 un mapa para visualizar la
distribucion de las accesiones y garantizar
el acceso rapido a la informacion de la base
de datos.

L] .
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ADN de accesiones de nacedero extraido mediante la metodologia de Dellaporta et al. (1983) con

modificaciones (arriba) y con el kit comercial Plant DNEasy Mini Kit de Qiagen ® (abajo).

123



ACTA AGRONOMICA. 60 (2) 2011, p 120-131

Caracteristicas de los cebadores

Para la evaluacion de la diversidad genética de
la coleccion se seleccionaron cinco de los sie-
te cebadores RAMs utilizados por presentar
algtin grado de polimorfismo. El cebador AG
no amplifico para la mayoria de las muestras,
posiblemente por las condiciones no apro-
piadas de PCR para este cebador especifico,
mientras que el cebador GT no fue incluido en
el analisis por presentar un patron uniforme
de pocas bandas para todas las accesiones,
sin posibilidad de discriminacion entre ellas.
Los cinco cebadores utilizados generaron un
patron de 71 bandas con pesos moleculares
entre 1500 y 120 pb y el niumero de bandas
por cebador estuvo entre 11 para CGA y 18
para CT. En trabajos sobre diversidad gené-
tica de plantas (Marulanda y Marquez, 2001)
seleccionaron 12 de 71 cebadores RAPDs y
obtuvieron 45 bandas totales, de las cuales
38 fueron polimorficas con pesos moleculares
entre 805 y 1501 pb. En otros estudios con
especies silvestres de fresa (Rubus idaeus)
mediante la misma técnica se obtuvieron 62
bandas, de las cuales 47 fueron polimorficas
(Graham y McNicol, 1995). En uchuva, con
la técnica RAMs se obtuvo un patrén de 50
bandas con siete cebadores para la evaluacion
de la diversidad genética de 43 accesiones del
Banco de Germoplasma de la Universidad
Nacional de Colombia sede Palmira (Bonilla
et al., 2008). En mora (Rubus sp.) se obtuvo
un patron de S8 bandas al utilizar seis ce-
badores RAMs en la evaluacion de la diversi-
dad genética de 38 accesiones (Morillo et al.,
2005). En guayaba (Psidium sp.) se obtuvieron
72 bandas con cinco cebadores RAMs para
la evaluacion de la diversidad genética de
arboles nativos (Sanabria et al., 2006). Al
comparar el numero de loci RAMs generados
por los cinco cebadores de este estudio (71 en
total) con los propuestos de manera general
para estudios moleculares en plantas (Nybom
y Bartish, 2000), se concluye que el numero
de loci para estimar parametros genéticos con
el fin de evaluar la diversidad de la coleccion
nacional de nacedero fue adecuado y confia-
ble para el analisis estadistico.

Los valores de heterocigocidad esperada
(He) calculados mediante el programa TFPGA
considerando todas las accesiones del ban-
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co como un solo grupo y para cada uno de
los cebadores, mostraron que el valor mas
alto fue para el cebador CT (0.31) y el mas
bajo para el cebador CCA (0.13). El valor de
porcentaje de loci polimorficos mas alto se
encontro con el cebador TG (81.25%) y el mas
bajo con el cebador CCA (30.77%). Posible-
mente el alto polimorfismo hallado con el
cebador TG (81.25%) y heterocigocidad espe-
rada (0.25) se debe a una mayor frecuencia
entre los sitios de hibridacién y las cadenas
de ADN complementarias de esa secuencia,
lo que evidencia la presencia de las regiones
microsatélites TG y CT. El valor alto de po-
limorfismo (77.78% y 81.25%) y de He (0.31
y 0.25) encontrados con los cebadores CT y
TG respectivamente, permiten concluir que
estos cebadores son los que mas aportan a
la diversidad y resultan apropiados para su
utilizacion en futuras investigaciones so-
bre la evaluacion de la diversidad genética
y estructura poblacional de accesiones de
nacedero. Sin embargo, los cebadores CGA
y CA mostraron valores importantes de poli-
morfismo (54.54% y 53.85% y He 0.23 y 0.20,
respectivamente). El cebador CCA mostro la
He y polimorfismo mas bajos (0.13 y 30.77%)
por lo cual se considera que tiene el menor
aporte a la diversidad. De manera general, se
observo correlacion entre He y polimorfismo
en los cebadores evaluados.

Analisis descriptivo

El analisis del dendrograma realizado con
el coeficiente de Dice (Nei, 1978) y mediante
el método de clasificacion UPGMA (Figura 1)
mostré que no existe una relacion significa-
tiva entre los agrupamientos formados y los
departamentos de procedencia de las accesio-
nes. A un nivel aproximado de similitud de 0.8
se formaron dos grupos (A y B). El grupo A con
las accesiones procedentes principalmente de
Venezuela y los departamentos colombianos
de Antioquia, Quindio, Boyaca y Valle del
Cauca. El grupo B, conformado principalmen-
te por las accesiones provenientes de Narino,
Meta, Tolima y Guaviare. Las accesiones 12y
46 provenientes de Antioquia no formaron un
grupo definido y, por el contrario, se ubicaron
de manera mas cercana a accesiones prove-
nientes de Venezuela. Las accesiones 33, 49
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Figura 1. Dendrograma de distancia genética de 38 accesiones de nacedero, basado en el coeficiente
de similitud de Dice Nei-Li (1978) calculado con los datos combinados de los cinco cebadores

RAMs utilizados.

y 50, originarias del Quindio, se ubicaron de
manera dispersa en el grupo A y estan rela-
cionadas con accesiones de Venezuela, Valle
del Cauca y Santander, respectivamente. Las
accesiones 39 — 47, provenientes de Cundi-

namarca, y 42 — 16, naturales de Santander,
se ubicaron en grupos diferentes (grupo By
A, respectivamente) mucho mas relacionadas
con accesiones de Venezuela. El1 ACM (Figura
2) separo las introducciones en dos grupos:
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Figura 2. Representacion espacial de las 38 accesiones de la coleccion colombiana de nacedero, utilizando el analisis

de correspondencia multiple.

A y B, de acuerdo con el dendrograma, a
una distancia de 0.8. Esto confirma que no
existe una relacion entre los agrupamientos
y los departamentos o estados de proceden-
cia de las accesiones, ademas, muestra la
heterogeneidad de las accesiones dentro de
la coleccion de nacedero.

Los resultados de esta investigacion es-
tan de acuerdo con lo encontrado en caracte-
rizaciones previas de la coleccion de nacedero
al utilizar marcadores isoenzimaticos, donde
se formaron ocho grupos electroforéticos
diferentes. El grupo principal incluyé acce-
siones procedentes tanto de Colombia como
de Venezuela, mientras que los siete grupos
restantes incluyeron soélo accesiones venezo-
lanas (Rios, 1994). En un analisis cualitativo
con empleo de 25 descriptores morfologicos
para la caracterizacion de algunas accesio-
nes de la colecciéon de nacedero, se formaron
cuatro grupos sin ninguna relacién entre
sitios geograficos de procedencia y grupos
formados. Del mismo modo, mediante un
analisis de variables cuantitativas relaciona-
das con la produccion y calidad del forraje,
se formaron cinco grupos sin relacion con
los departamentos de procedencia (Ospina,
2000), no obstante, uno de estos grupos co-
rrespondiente a las accesiones procedentes
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del Valle del Cauca se agrupo6 en este estudio
a un nivel de similitud 0.8 (Figura 1).

La ausencia de agrupamientos relacio-
nados con el departamento de procedencia
a partir del calculo de semejanza mediante
el uso de marcadores moleculares RAMs
realizado en este estudio y los resultados de
la caracterizacion morfo-agronémica previa
(Ospina, 2000), indican heterogeneidad en las
accesiones de la coleccion nacional de nace-
dero establecida por el CIPAV. La mayoria de
los grupos formados mediante los analisis de
trabajos anteriores no tuvieron relaciéon con
los grupos formados a nivel molecular, posi-
blemente debido a que los caracteres morfo-
logicos y agronomicos tenidos en cuenta para
la evaluacion inicial del banco: (1) son suscep-
tibles de modificar por factores ambientales,
(2) no reflejan la variabilidad presente en la
coleccion, (3) no fueron suficientes para una
evaluacion en detalle (Moreno et al., 2004).

La técnica molecular empleada en este
estudio mostro un alto grado de polimorfismo
y sensibilidad para la discriminacion de las
accesiones de la coleccion, lo que sugiere que
los marcadores moleculares RAMs son utiles
para la evaluacion de la diversidad genética de
colecciones, bancos de germoplasma y pobla-
ciones naturales; ademas la técnica ha sido
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reportada para la caracterizacion molecular
de especies vegetales como soya (Glycine max)
(Akkaya et al., 1992) y frutales como uchuva (P.
peruviana) (Bonilla et al., 2008), mora (Rubus
sp.) (Morillo et al., 2006) y guayaba (Psidium
sp.) (Sanabria et al., 2000). Entre las ventajas
se encuentran bajo costo, reproducibilidad,
utilizacion de un solo cebador, no requiere
informacion previa, alto polimorfismo y facil
implementacion (Munioz et al., 2008).

Diversidad genética

Teniendo en cuenta la distribucion geografica
de las accesiones se realizo una division de la
coleccion en cuatro grupos, de acuerdo con
la zona geografica de procedencia (Cuadro 2).
La heterocigocidad esperada para la coleccion
total fue de 0.23, lo que revela un alto grado
de diversidad en la coleccion. Se escogio la
heterocigocidad de Nei (1978), ya que ésta
presenta una correccion por el nimero de
muestras el cual en este estudio es bajo (3
a 14 individuos por grupo) (Morillo et al.,
20059). El valor encontrado para la coleccion
de nacedero es alto (0 < He < 0.3) y parece
que no existen organismos bisexuales con
valores He > 0.31 (Nei, 1978; Selander 1979,
citado por Caujapé-Castells, 2006). Aunque
no hay estudios de diversidad genética usan-
do marcadores moleculares en nacedero para
realizar comparaciones, en investigaciones
de la colecciéon nacional de guayaba (Psidium
sp.), utilizando marcadores RAPD y donde se
incluyeron accesiones procedentes de diferen-
tes continentes, se encontro un valor de He =
0.20, el cual es considerado alto (Rueda et al.,
2006). No obstante, en un estudio con arboles
nativos del Valle del Cauca de la misma especie
se hallé una He de 0.44 usando marcadores
moleculares RAMs (Sanabria et al., 2006). En
accesiones de mora (Rubus sp.) (Morillo et al,,
2005) y uchuva (Physallis peruviana) (Bonilla

et al., 2008) del Banco de Germoplasma de la
Universidad Nacional de Colombia sede Pal-
mira, utilizando RAMs se encontraron valores
de He de 0.31 y 0.25, respectivamente, que se
consideran altos comparados con resultados
obtenidos en cultivares comerciales de tomate
(Lycopersicon sculentum) que presentaron una
He de 0.18 (Restrepo, 2003).

El porcentaje de loci polimoérficos hallado
para la coleccion fue de 61.97%, lo que indica
que la coleccion incluye una buena diversidad
y heterogeneidad genéticas. Ambos grupos 2
y 3 presentaron los valores mas altos de He
(0.22), seguidos por los grupos 1 y 4 (0.15).
El porcentaje de loci polimérfico mas alto se
observo en el grupo 2 (57.74%) seguido por los
grupos 3 (54.93%), 4 (40.84%) y 1 (30.98%).
Los valores cercanos de heterocigocidad es-
perada para los grupos formados hace presu-
mir que las accesiones en cada uno de estos
proviene de una poblacion historica inicial
y corrobora la propuesta de que la coleccion
es una muestra representativa de una tinica
poblacién panmictica.

Los valores bajos de He y polimorfismo
en el grupo 1 pueden ser explicados por el
bajo numero de accesiones procedentes de
esa zona particular. Por lo anterior, existe
la necesidad de incluir en la coleccion mas
accesiones procedentes de los departamentos
de Narino, Putumayo y Cauca que represen-
ten de manera mas amplia la diversidad de
nacedero existente de esa region. El grupo
4, con accesiones procedentes de Venezuela,
presento uno de los valores mas bajos de He
(0.15). Sin embargo, el porcentaje de loci poli-
morfico fue 40.84%, lo que sugiere una menor
diversidad de las accesiones venezolanas, en
comparacion con las colombianas de los gru-
pos 2 y 3. El grupo 2, con accesiones de los
departamentos de Valle del Cauca, Quindio,
Antioquia, Tolima y Caldas mostro los valores

Cuadro 2. Agrupacion de las accesiones de nacedero de acuerdo con las zonas geograficas de procedencia.

Grupo Zona geografica Accesiones Departamento
de procedencia (no.) de procedencia
1 Zona sur occidental de Colombia. 11, 34, 38 Narino, Cauca.

Zona centro de cordilleras Occidental y
Central de Colombia.

3 Zona centro de cordilleras Oriental y
piedemonte oriental de Colombia.

4 Zona norte, cordillera Oriental de
Colombia, piedemonte de los Andes de
Venezuela.

12, 46, 17, 50, 33, 49, 41, Valle, Quindio, Antioquia,
5,6,7,8,10, 18, 36
1, 3, 32, 35, 39, 47, 9, 14, Cundinamarca, Boyaca,

Tolima, Caldas.

15, 37,42, 16 Meta, Santander, Guaviare.
24, 21, 25, 31, 23, 27, 28, Meérida, Tachira, Portuguesa,
29, 30 Trujillo (Venezuela).
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mas altos de heterocigocidad esperada y po-
limorfismo (0.22 y 57.74%) lo que indica que
es el grupo con la mayor diversidad genética
de la coleccion. Lo anterior se explica debi-
do a que estas accesiones son procedentes
de zonas con alto uso agricola y frecuente
utilizacion del nacedero en sistemas de pro-
duccion agroforestales (Murgueitio, 1990), lo
que hace presumir una alta variabilidad de
las accesiones de esta zona. No obstante, el
grupo 3 con accesiones provenientes de zonas
de ladera con alto uso agricola mostroé valores
muy cercanos al grupo 2, lo que hace presu-
mir que la mayor diversidad genética de la co-
leccion nacional de nacedero establecida por
el CIPAV esta representada por las accesiones
colombianas de la zona central del pais.

Diferenciacion de las accesiones

Utilizando la subdivision de los grupos usa-
da para la estimacion de la heterocigocidad
esperada se realizo6 la estimacion del indice
de fijacion (Fst) para verificar la existencia de
diferenciacion genética de las accesiones de
acuerdo con cada uno de los grupos forma-
dos. El valor de Fst hallado en este estudio
fue de 0.15 (D.S. = 0.02, 1000 replicaciones)
lo que indica que existe una baja diferencia-
cion genética de los grupos (Wright, 1978). En
nacedero, no obstante la escasa produccion
de semilla sexual causada por problemas en
la polinizacion (McDade, 1983), es posible
que el flujo genético se haya dado principal-
mente por transporte de aquellas, ya que se
han reportado murciélagos (Glossophaga
saricina), diferentes especies de aves, abejas
(Eulaema sp.), hormigas y lepidépteros de la
familia Sphingidae que se alimentan de flores
y semillas de este arbol, especialmente en
horas de la tarde (Rios, 1993). En estudios de
diversidad genética en colecciones y bancos
de germoplasma de guayaba (Rueda et al.,
2006), cacao (Theobroma sp.) (Moreno et al.,
2004) y uchuva (Bonilla et al., 2008) no se
incluyen estadisticos de estructura pobla-
cional por considerar que las accesiones de
los bancos no corresponden a una muestra
representativa de poblaciones naturales y, en
muchas ocasiones, una region geografica se
encuentra representada por solo una o dos
accesiones, ademas, porque el agrupamiento
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de las accesiones recolectadas no se relaciona
con la distribucion geografica y en conse-
cuencia no se considera pertinente calcular
los estadisticos de diferenciacién poblacional.

En la coleccion de nacedero del CIPAV,
varios de los departamentos de procedencia
de las accesiones se encuentran representados
Unicamente por un par de accesiones. Aunque
no existen valores de Fst reportados para esta
planta que permitan hacer comparaciones, el
valor encontrado confirma que las accesio-
nes proceden histéricamente de una Unica
poblacion panmictica y que la coleccion es
una muestra representativa de la misma. Los
resultados sugieren la necesidad de emprender
trabajos orientados a recolectar nuevas acce-
siones que representen de una manera mas
amplia la diversidad que puede existir en esta
especie, especialmente en los departamentos
colombianos de Narifio, Cauca y Meta, donde
se recolectaron pocas accesiones; y Putuma-
yo, Caqueta, Huila y Choc6 donde no se han
realizado recolecciones. Los trabajos futuros
deben ampliar las caracteristicas biogeografi-
cas de cada accesion ya que la denominacion
actual por departamentos (Colombia) o estados
(Venezuela) es de tipo politico y administrativo
y no representa diferencias o similitudes por
ecosistemas o agroecosistemas.

Distancia genética

A pesar que los valores de distancia genética
calculados con el indice de Nei (1978) no fue-
ron muy altos (entre 0.03 y 0.18) comparados
con otros estudios de diversidad genética
en bancos de germoplasma (Bonilla et al.,
2008; Sanabria et al.,, 2006; Morillo et al.,
2005; Rueda et al., 2006), la mayor distan-
cia genética se encontr6 en los grupos 1 y 4
(0.18), resultado que puede ser explicado por
la relativa alta distancia geografica entre las
accesiones de estos grupos (Narino-Cauca
y Venezuela, respectivamente) y la mas baja
para los grupos 2 y 3 (0,03), lo que puede ser
explicado por la cercania geografica entre las
accesiones de ambos grupos (region Andina
colombiana) que facilita el intercambio o
flujo genético entre departamentos. El den-
drograma para los cuatro grupos construido
mediante el método UPGMA (Figura 3) y con
un ‘bootstrapp’ de 1000 repeticiones, mostro
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Figura 3. Dendrograma de distancia genética calculado con el indice de Nei (1978) construido
con el método de UPGMA para los cuatro grupos formados.

un alto porcentaje de loci que soportan la
formacion de los tres nodos (61.97, 56.34 y
100, respectivamente) lo que indica una alta
confiabilidad de los loci utilizados en el ana-
lisis de diversidad genética de la coleccion y
la efectividad de la técnica molecular RAMs
para el estudio realizado.

Conclusiones

La ausencia de agrupamientos relacionados
con el departamento de procedencia a partir
del analisis molecular realizado en este es-
tudio y los resultados de caracterizaciones
morfologicas previas, indican heterogeneidad
de las accesiones de la coleccion nacional de
nacedero establecida por el CIPAV. No obs-
tante los valores bajos de heterocigosidad es-
perada y polimorfismo obtenidos en el grupo
1 sugieren que existe la necesidad de incluir
en la coleccién mas accesiones procedentes
de los departamentos de Narifio, Putumayo
y Cauca, que representen de manera mas
amplia la diversidad existente en esa region.

Este trabajo estableci6 las condiciones de
laboratorio necesarias para la realizacion de
estudios de diversidad genética en nacedero;
ademas, el analisis mediante marcadores
moleculares RAMs permitio detectar la varia-
bilidad genética de las accesiones de la colec-
cion y mostré un alto grado de polimorfismo
y sensibilidad para su discriminacion. Por lo
anterior esta técnica puede ser considerada

como una herramienta util para evaluar la
diversidad genética de colecciones, bancos de
germoplasma y poblaciones naturales.
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