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Diversidad genética de accesiones de nacedero Trichanthera 
gigantea (Humb. & Bonpl.) Nees, mediante RAM’s (Random 

�������	
���������������
Genetic diversity of accessions of Trichanthera gigantea (Humb. & Bonpl.) Nees, 

�����
����
����	��
�������	
���������������

Andrés Mauricio Posso Terranova1*, Heiber Cárdenas Henao2, Enrique Murgueitio3, Pascal Leterme1, y 
Jaime Eduardo Muñoz Flórez1

1Facultad de Ciencias Agropecuarias Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, A.A. 237, Palmira, Valle del Cauca, Colombia. 
2Departamento de Biología Universidad del Valle, A.A. 25360, Santiago de Cali, Valle del Cauca, Colombia. 3�������	�
�����

����
��
����������	�
��
�������
����������
��
��������	�
������������
��������
�������
�!
"�
#$#�
�����
�����
���
������

Colombia. *Autor para correspondencia: ampossot@unal.edu.co, ampossot@gmail.com

Rec.: 05.05.11 Acept.: 09.09.11 

Resumen

Con el objeto de estudiar la diversidad genética del árbol forrajero nacederoTrichanthera gigantea (Humb. 
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procedentes de once departamentos de Colombia y dos estados de Venezuela. Se obtuvieron 71 bandas 
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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), 
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Venezuela. A pattern of 71 bands was obtained and used to estimate genetic diversity parameters. 
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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.
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Introducción

Durante los últimos años el desarrollo e im-
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jeros locales, adaptados al medio y aceptados 
por los productores. Los árboles y arbustos 
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forrajeras se presenta como una alternativa 
para el sector agropecuario en Colombia, sin 
embargo, en el país se desconocen caracterís-
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como el nacedero (Trichanthera gigantea), lo 
que limita su empleo como especie forrajera 
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diversos agroecosistemas, un alto contenido 
de proteína, palatabilidad, digestibilidad y 
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domésticos como bovinos, ovinos, porcinos y 
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terme y Buldgen, 2007; Murgueitio, 1990). 

Científicos y algunas organizaciones 
internacionales han realizado esfuerzos por 
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fenotípica observada es fundamentalmente 
de origen genético, ambiental o producto de 
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germoplasma con accesiones de Colombia y 
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hasta la fecha, la más completa en términos 
de número de procedencias incluidas (Ji-

ménez, 2006) y está registrada
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ante el Instituto Humboldt, responsable del 
registro de colecciones relacionadas con la 
biodiversidad en Colombia. 
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como una de las especies más promisorias 
como fuente de alimento para animales, tanto 
en monogástricos (conejos, curíes, gallinas 
y cerdos) como en rumiantes (ovinos y bovi-
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planta es un árbol de la familia Acanthacea 
originario de los Andes del Norte, con dis-
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Venezuela (Gentry, 1993) a la cual se le han 
registrado numerosos usos en las culturas 
popular indígena y campesina como atribu-
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agua en los manantiales), mágico-religiosos 
o forrajeros (Ríos, 1994). 
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química de las accesiones (Ospina, 2000) y 
existen evidencias que señalan la presencia 
de diferencias en la calidad nutritiva de tipo 
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en T. gigantea que invocan la necesidad de 
���E����)��
��
 ��
 ����������	�
���;���
��

diferentes accesiones del árbol (Rosales, 
1997; Leterme y Muñoz, 2007). Sin embargo, 
se requieren estudios más precisos para la 
��������	�
��
 ��
 ����������
��
 ��
 �������	�

utilizando marcadores de ADN. Por otra par-
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biodiversidad en Colombia indica que varios 
de los ecosistemas de montaña se encuentran 
seriamente amenazados con alto riesgo de 
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cual se hace necesario caracterizar y evaluar 
los materiales recolectados para su posterior 
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mejoramiento (Romero et al., 2008).
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mejoramiento genético.

Materiales y métodos
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accesiones procedentes de ocho departamen-
tos de Colombia y tres estados de Venezuela, 
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cida por el CIPAV localizada al suroccidente 
de Cali, Valle del Cauca, Colombia a 1.042 
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de 1.887 mm y 25 ºC de temperatura. Las 
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para su transporte y hasta el momento de su 
procesamiento en el Laboratorio de Biología 
Molecular de la Universidad Nacional de 
Colombia sede Palmira, donde se realizaron 
todos los análisis de laboratorio y estadísticos 
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evaluaron las metodologías: (1) la descrita 
por Dellaporta et al. (1983) con algunas mo-
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Para el establecimiento de un banco de 
ADN, las muestras extraídas con sus identi-
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cajas criogénicas a -80 ºC en la Universidad 
Nacional de Colombia sede Palmira. Se con-
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Para evaluar la diversidad genética 
se emplearon los siete cebadores RAMs 
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(2008) para uchuva (Physallis peruviana). 
Los productos amplificados se visualiza-
ron en geles de poliacrilamida al 6% (37:1 
–acrilamida:bisacrilamida) corridos a 160 
voltios por 1 hora y teñidos con sales de pla-
ta como se describe en protocolos estándar 
(Sambrook et al.�
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aquel en el cual la frecuencia del alelo más 
común fue < 95%. Los análisis estadísticos 
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.
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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: H (A ó T ó C); B (G ó T ó
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ó T).
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+ c), donde a son las bandas compartidas por 
ambos individuos, b son las bandas presentes 
en el individuo (1), pero no en (2), y c son las 
bandas presentes en el individuo (2), pero no 
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et 
al., 1992). Para estimar la diversidad genética 
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se utilizaron los parámetros de heterocigoci-
dad promedio esperada (He) y el porcentaje de 
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sobre todos los loci y el promedio de los mis-
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de Nei (1973). 

Resultados y discusión

Extracción y establecimiento del banco de ADN
Mediante la metodología de Dellaporta et 
al. (1983) se obtuvieron concentraciones de 
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Las metodologías empleadas en esta in-
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permitido obtener ADN de buena calidad 
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vegetales como Physalis peruviana (Bonilla 
et al., 2008), Lycopersicum sculentum (Res-
trepo, 2003), Phaseolus vulgaris (Henríquez, 
2000) y Manihot esculenta (Mejía, 2002). No 
obstante, con base en los resultados de esta 
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(1983) en nacedero, en donde el 70.7% de las 
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de ADN de buena calidad a un menor costo 
(datos no publicados) y utilizando insumos 
básicos de laboratorio que no son empleados 
por la otra metodología.

Los resultados permitieron establecer 
un banco de ADN con 41 muestras extraí-
das, correspondientes a las accesiones de 
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disponible en el Laboratorio de Biología Mole-
cular de la Universidad Nacional de Colombia 
sede Palmira, a una temperatura de -20 °C, 
acompañado de una base de datos automa-
tizada en la cual se encuentran registrados 
los datos de pasaporte disponibles por ac-
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de datos. 

Foto 1. ADN de accesiones de nacedero extraído mediante la metodología de Dellaporta et al. (1983) con 
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Características de los cebadores
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Los cinco cebadores utilizados generaron un 
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entre 1500 y 120 pb y el número de bandas 
por cebador estuvo entre 11 para CGA y 18 
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Banco de Germoplasma de la Universidad 
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et al.�
�xx4�&
\�
����
�Rubus sp.) se obtuvo 
��
���	�
��
!4
������
��
����)��
����
��-
�������
+�-�
��
��
��������	�
��
��
�������-
dad genética de 38 accesiones (Morillo et al., 
�xx!�&
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�Psidium sp.) se obtuvieron 
72 bandas con cinco cebadores RAMs para 
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árboles nativos (Sanabria et al., 2006). Al 
comparar el número 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 número 
de loci para estimar parámetros genéticos con 
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ble para el análisis estadístico.

Los valores de heterocigocidad esperada 
(He) calculados mediante el programa TFPGA 
considerando todas las accesiones del ban-

co como un solo grupo y para cada uno de 
los cebadores, mostraron que el valor más 
alto fue para el cebador CT (0.31) y el más 
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bajo con el cebador CCA (30.77%). Posible-
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cebador TG (81.25%) y heterocigocidad espe-
rada (0.25) se debe a una mayor frecuencia 
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de ADN complementarias de esa secuencia, 
lo que evidencia la presencia de las regiones 
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y 0.25) encontrados con los cebadores CT y 
TG respectivamente, permiten concluir que 
estos cebadores son los que más aportan a 
la diversidad y resultan apropiados para su 
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y estructura poblacional de accesiones de 
nacedero. Sin embargo, los cebadores CGA 
y CA mostraron valores importantes de poli-
���K���
�!�&!��
=
!/&4!�
=
��
x&�/
=
x&�x�

��������������&
\�
�������
���
����	
��

��
=
�������K���
�8�
��?��
�x&W/
=
/x&����

por lo cual se considera que tiene el menor 
aporte a la diversidad. De manera general, se 
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en los cebadores evaluados.

Análisis descriptivo
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tiva entre los agrupamientos formados y los 
departamentos de procedencia de las accesio-
nes. A un nivel aproximado de similitud de 0.8 
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las accesiones procedentes principalmente de 
Venezuela y los departamentos colombianos 
de Antioquia, Quindío, Boyacá y Valle del 
�����&
\�
�����
%�
���E������
������������-
te por las accesiones provenientes de Nariño, 
Meta, Tolima y Guaviare. Las accesiones 12 y 
46 provenientes de Antioquia no formaron un 
�����
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de manera más cercana a accesiones prove-
nientes de Venezuela. Las accesiones 33, 49 
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y 50, originarias del Quindío, se ubicaron de 
manera dispersa en el grupo A y están 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 B y 
A, respectivamente) mucho más relacionadas 
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��-
�������
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Figura 1.
 <����������
��
��������
���;���
��
/4
����������
��
���������
������
��
��
���K�����

de similitud de Dice Nei-Li (1978) calculado con los datos combinados de los cinco cebadores 
RAMs utilizados.

12 Antioquia
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21 Portuguesa

28 Táchira

29 Táchira

23 Táchira

25 Portuguesa

31 Portuguesa
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18 Valle del Cauca

17 Caldas

49 Quindío

10 Valle del Cauca

5 Valle del Cauca  
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A y B, de acuerdo con el dendrograma, a 
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y los departamentos o estados de proceden-
cia de las accesiones, además, muestra la 
heterogeneidad de las accesiones dentro de 
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al utilizar marcadores isoenzimáticos, donde 
se formaron ocho grupos electroforéticos 
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siones procedentes tanto de Colombia como 
de Venezuela, mientras que los siete grupos 
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formados. Del mismo modo, mediante un 
análisis de variables cuantitativas relaciona-
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los departamentos de procedencia (Ospina, 
2000), no obstante, uno de estos grupos co-
rrespondiente a las accesiones procedentes 
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a un nivel de similitud 0.8 (Figura 1). 

La ausencia de agrupamientos relacio-
nados con el departamento de procedencia 
a partir del cálculo de semejanza mediante 
el uso de marcadores moleculares RAMs 
realizado en este estudio y los resultados de 
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���E�$�����	����
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(Ospina, 2000), indican heterogeneidad en las 
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dero establecida por el CIPAV. La mayoría de 
los grupos formados mediante los análisis de 
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los grupos formados a nivel molecular, posi-
blemente debido a que los caracteres morfo-
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et al., 2004).

La técnica molecular empleada en este 
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los marcadores moleculares RAMs son útiles 
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colecciones, bancos de germoplasma y pobla-
ciones naturales; además la técnica ha sido 
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de correspondencia múltiple.
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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.�
�xx#�&
\���
���
����?��

se encuentran bajo costo, reproducibilidad, 
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et al., 2008). 

Diversidad genética
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total fue de 0.23, lo que revela un alto grado 
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heterocigocidad de Nei (1978), ya que ésta 
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muestras el cual en este estudio es bajo (3 
a 14 individuos por grupo) (Morillo et al., 
�xx!�&
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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 
��
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�������	�
��������
��
���=���
�Psidium 
sp.), utilizando marcadores RAPD y donde se 
incluyeron accesiones procedentes de diferen-
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0.20, el cual es considerado alto (Rueda et al., 
2006). No obstante, en un estudio con árboles 
nativos del Valle del Cauca de la misma especie 
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���
��
��
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moleculares RAMs (Sanabria et al&�
�xx#�&
\�

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).
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y heterogeneidad genéticas. Ambos grupos 2 
y 3 presentaron los valores más altos de He 
(0.22), seguidos por los grupos 1 y 4 (0.15). 
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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 
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es una muestra representativa de una única 
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en el grupo 1 pueden ser explicados por el 
bajo número de accesiones procedentes de 
esa zona particular. Por lo anterior, existe 
��
���������
��
�������
��
��
�������	�
�8�

accesiones procedentes de los departamentos 
de Nariño, Putumayo y Cauca que represen-
ten de manera más amplia la diversidad de 
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diversidad de las accesiones venezolanas, en 
���������	�
���
���
�����������
��
���
���-
���
�
=
/&
\�
�����
��
���
����������
��
���
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Cuadro 2.
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de procedencia
Accesiones

(no.)
Departamento
de procedencia

1 Zona sur occidental de Colombia. 11, 34, 38 Nariño, Cauca.
2 Zona centro de cordilleras Occidental y 

Central de Colombia.
12, 46, 17, 50, 33, 49, 41, 
5, 6, 7, 8, 10, 18, 36

Valle, Quindío, Antioquia, 
Tolima, Caldas.

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

1, 3, 32, 35, 39, 47, 9, 14, 
15, 37, 42, 16

Cundinamarca, Boyacá, 
Meta, Santander, Guaviare.

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

24, 21, 25, 31, 23, 27, 28, 
29, 30

Mérida, Táchira, Portuguesa, 
Trujillo (Venezuela).
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más altos de heterocigocidad esperada y po-
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es el grupo con la mayor diversidad genética 
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do a que estas accesiones son procedentes 
de zonas con alto uso agrícola y frecuente 
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que hace presumir una alta variabilidad de 
las accesiones de esta zona. No obstante, el 
grupo 3 con accesiones provenientes de zonas 
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muy cercanos al grupo 2, lo que hace presu-
mir que la mayor diversidad genética de la co-
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el CIPAV está representada por las accesiones 
colombianas de la zona central del país. 

Diferenciación de las accesiones
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acuerdo con cada uno de los grupos forma-
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fue de 0.15 (D.S. = 0.02, 1000 replicaciones) 
lo que indica que existe una baja diferencia-
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de semilla sexual causada por problemas en 
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mente por transporte de aquellas, ya que se 
han reportado murciélagos (Glossophaga 
saricina), diferentes especies de aves, abejas 
(Eulaema
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y semillas de este árbol, especialmente en 
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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 estadísticos de estructura pobla-
cional por considerar que las accesiones de 
los bancos no corresponden a una muestra 
representativa de poblaciones naturales y, en 
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encuentra representada por solo una o dos 
accesiones, además, porque el agrupamiento 

de las accesiones recolectadas no se relaciona 
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varios de los departamentos de procedencia 
de las accesiones se encuentran representados 
únicamente por un par de accesiones. Aunque 
no existen valores de Fst reportados para esta 
planta que permitan hacer comparaciones, el 
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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 más 
amplia la diversidad que puede existir en esta 
especie, especialmente en los departamentos 
colombianos de Nariño, Cauca y Meta, donde 
se recolectaron pocas accesiones; y Putuma-
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realizado recolecciones. Los trabajos futuros 
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actual por departamentos (Colombia) o estados 
(Venezuela) es de tipo político 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 índice 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-
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(0.18), resultado que puede ser explicado por 
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accesiones de estos grupos (Nariño-Cauca 
y Venezuela, respectivamente) y la más baja 
para los grupos 2 y 3 (0,03), lo que puede ser 
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drograma para los cuatro grupos construido 
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un alto porcentaje de loci que soportan la 
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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 análisis molecular realizado en este es-
tudio y los resultados de caracterizaciones 
���E��	�����
��������
�������
J������������

��
���
����������
��
��
�������	�
��������
��

nacedero establecida por el CIPAV. No obs-
tante los valores bajos de heterocigosidad es-
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1 sugieren que existe la necesidad de incluir 
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de los departamentos de Nariño, Putumayo 
y Cauca, que representen de manera más 
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estudios de diversidad genética en nacedero; 
además, el análisis mediante marcadores 
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bilidad genética de las accesiones de la colec-
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anterior esta técnica puede ser considerada 

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