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CARACTERIZACION MOLECULAR DE PROGENIES DE ALISO Alnus acuminata H.B.K
spp acuminata, MEDIANTE MARCADORESAFLP

RESUMEN

El aliso (Alnus acuminata H.B.K spp acuminata), es una especie forestal
gue gracias a su rgpido crecimiento, asociacion con fijadores de nitrégeno, y
ventgjas ecol bgicas, tiene un enorme potencial entre las especies lefiosas. A
pesar de sus virtudes como forestal, en Colombia se desconoce €l grado de
diversidad genética de sus poblaciones naturales y de las plantaciones
existentes. En el presente trabajo se evaluaron 24 accesiones, representativas
de dos progenies, denominadas Caldas y Narifio, sitios donde se realizé la
seleccion de arboles plus y posterior colecta de semilla, y una poblacién
nativa de aliso localizada en e departamento del Huila. El indice de
similitud de Dice, evidencié la formacién de tres grupos con diferencias
genéticas claras; los individuos de la progenie Caldas, de la progenie Narifio
y losindividuos representantes de |a poblacion nativa de Huila.

PALABRAS CLAVES: Aliso, Diversidad genética, progenies

ABSTRACT

Alnus acuminata H.B.K spp acuminata is forest specie with a rapid growth,
associated with nitrogen fixing organisms and plenty of ecological
advantages. It has a great potential among forest trees. In spite of its utilities,
there is not knowledge about the genetic variability present among natural
populations and in established plantations. In this article, twenty four Alder
tree accessions were evaluated, they belonged to two selected progenies,
from two provenances known as Cadas and Narifio, localities where the
selection of plus trees was realized and seeds were collected, and a natural
population from Huila. With the Dice's diversity index, three clusters were
obtained, showing a clear separation between Caldas and Narifio progenies,
the native population from Huila showed major genetic distances.
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1. INTRODUCCION

La especie forestal Alnus acuminata se conoce con los
nombres de aliso, cerezo y chaquiro en Colombia; aliso
del cerroy aliso del rio en la Argenting; alnusy jaul en
Costa Rica; y aliso, en México y Perd. Alnus
acuminata H.B.K. perteneciente a lafamilia Betulaceae
es la Unica especie de aliso conocida en Centro y
Sudamérica (23). Se conocen tres subespecies, Alnus
acuminata Humboldt, Bonpland & Kunth spp
acuminata, propia de Suramérica; Alnus acuminata
H.B.K. spp glabrata (Fernald) Furlow, tipica del
Centro y Sur de México y Alnus acuminata H.B.K. spp
arguta (Schlectendal) Furlow, propia de México y
AméricaCentral (4).

Es un éarbol de uso multiple, de répido crecimiento en
la zona de ata montafia de los Andes (27), los
bosques de aiso juegan un importante papel en la
proteccién de las cuencas hidrogréficas, en el control
delaerosion, a tiempo que son empleados en sistemas
agroforestales (22).

En Colombia se encuentra de forma natural en los
bosqgues secos, hiimedos y muy himedos del montano
y montano bajo (1400 a 3200 m), en especial en los
departamentos de Caldas, Risaralda, Quindio, Huila,
Tolima, Cundinamarca y Narifio con temperaturas que
oscilan entre 7°-17° C, precipitaciones anuales de
1.000 a 2.500 milimetros y ata humedad relativa (22).

Fecha de Recepcion: 27 Julio de 2006
Fecha de Aceptacion: 30 Octubre de 2006

Presenta dos ecotipos:. en las Cordilleras Centra y
Occidental, donde se le denomina cerezo, es un arbol
gue puede superar los 40 metros de aturay 70 cm de
diametro, mientras en la Cordillera Oriental, donde se
le llama aliso, es de hébito arbustivo y en algunos sitios
sblo alcanza 10 metros de altura (27).

Una caracteristica sobresaliente son sus raices
superficiales con ndédulos fijadores de nitrégeno
atmosférico por simbiosis con €l actinomycete Frankia
spp (27), por lo que resulta muy adecuada para el
mejoramiento de suelos. Por esta razdén se emplea en
sistemas agroforestales, asociado con cultivos tales
como pasturas y café principalmente (2).

Sobre Alnus acuminata H.B.K spp acuminata se han
publicado escasos estudios en toda América Latina
enfocados a la conservacion de la especie utilizando
biotecnologia, sobresalen los trabajos en la
micropropagacion por organogénesis de la especie:
Hodson et al (1988)(17); Badilla et al (1992)(1);
Gonzdlez y Vilca (1998)(12); Enrico (2000)(9). En
cuanto a la caracterizacion molecular del aiso se
conocen sblo los trabajos sobre genética de poblaciones
con isoenzimas realizados en Centroamérica con Alnus
acuminata H.B.K. spp arguta (23) y los trabgjos
realizados en la obtencién de embriogénesis somética,
estudio de estabilidad genética de los embriones
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sométicos y la caracterizacién molecular de
poblacionesy progenies del gje cafetero (14, 15, y 19).

A pesar de las ventgjas que esta especie ofrece, en
Colombia existen escasos estudios encaminados a su
conservacion y mejoramiento. Por lo tanto se hace
necesario redlizar estudios tendientes a evaluar la
diversidad genética de esta especie y poder aprovechar
los resultados de los mismos en programas de
mejoramiento.

2. CONTENIDO

Los forestales cubren arededor de cuatro billones de
hectareas en la superficie terrestre, son fuentes
econébmicas y ecolégicas que tienen un doble
proposito; su explotacion comercial y la posibilidad de
mejorar € medio ambiente. Por esto, es necesario un
mejor entendimiento de |os mecanismos genéticos que
influencian la adaptacion y productividad de los
recursos forestal es (26).

Las especies forestales presentan algunos problemas
biolégicos para programas de mejoramiento genético;
los largos periodos de regeneracion, los altos costos de
mantener una poblacién por largo tiempo en diferentes
lugares y €l retorno de la inversion definitivamente es
més a corto plazo en cultivos de ciclo corto (7).

Los andlisis genéticos usando marcadores moleculares
proporcionan una poderosa herramienta para entender
la distribucion de las fuentes genéticas en poblaciones
forestales mangjadasy silvestres (26).

Seglin Carson et al. (1996)(3), & uso de marcadores
moleculares en programas de mejoramiento genético
forestal, permite la caracterizacién genctipica del
material, € andlisis de la estructura genética, €
entendimiento de la base genética para € control de
caracteristicas de interés comercia y la seleccion
asistida por marcadores (MAYS).

La sdleccion indirecta, asistida o facilitada por
marcadores genéticos se ha utilizado en mejoramiento
desde los primeros tiempos de la genética. Pero han
sido las técnicas moleculares las que han impulsado la
utilizacion de marcadores moleculares parala seleccion
indirecta de caracteres, principamente de herencia
simple. (25). En forestales, los marcadores moleculares
tienen un gran impacto en el mejoramiento genético, ya
que, minimizan los intervalos de regeneracion,
incrementan la ganancia genética por generacion y
acumulan la informacién genética esencia para
especies no “domesticadas’. Sin embargo, a pesar del
valor potencial de las herramientas moleculares en €l
mejoramiento, su aplicacion no ha sido ampliamente
utilizada (7).

El mejoramiento forestal fomenta la fijacion de genes
gue estan implicados en la expresién de caracteres
fenotipicos deseables, es decir, de rasgos que son de
interés comercial y/o productivo, como la atura
considerable, elevada atura de bifurcacion, fuste
cilindrico, recto y de gran diametro, entre otros; asi
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mismo, este proceso promueve la pérdida de los genes
gue gobiernan otras caracteristicas menos deseadas a
nivel forestal (20). El inicio de programas de
mejoramiento de especies requiere en consecuencia, un
ato grado de conocimiento de la variabilidad genética
de cada especie en particular, de tal manera que sea
posible determinar los procedimientos adecuados para
fijar los caracteres de interés, sin poner en riesgo de
erosion genética a sus poblaciones.

Los AFLP (“Amplified Fragment Length
Polymorphism”) se desarrollaron a mediados de la
década de los noventa (31). Estos marcadores se basan
en la combinacion de dos técnicas usadas para la
generacion de diversos tipos de marcadores
moleculares: la digestion con enzimas de restriccién,
propiadelos RFLP, y la PCR, usada para otros muchos
marcadores. Los AFLP consisten en la amplificacion
via PCR de fragmentos de ADN previamente
digeridos por dos enzimas de restriccion y ligados a
dos adaptadores especificos a las enzimas utilizadas.
Dos cebadores complementarios a los adaptadores
permiten una amplificacién consistente, sin necesidad
de un conocimiento previo de las secuencias del
genoma que se desea estudiar. El resultado es un
elevado nimero de bandas por reaccion que garantiza
la deteccion de muchos polimorfismos. Usando
combinaciones de cebadores diferentes o empleando
diferentes enzimas de restriccion y  sus
correspondientes adaptadores, se puede disponer de un
nimero virtualmente ilimitado de marcadores (11).
Son en genera  marcadores dominantes, siendo
especiamente indicados para estudios de variabilidad,
0 parala saturacion de zonas determinadas del genoma,
para la busqueda de marcadores estrechamente ligados
a genes 0 su clonge posiciona. Ademas, se ha
demostrado que la técnica de los AFLP es altamente
reproducible (16).

En Colombia, CENICAFE ha estado interesado en el
mejoramiento genético de especies como Tabebuia
rosea, Cordia alliodora y Alnus acuminata con €l
animo de seleccionar aquellos individuos que permitan
fomentar su cultivo en la region cafetera, producir
madera para abastecer los mercados locales, nacionales
e internacionales y ofrecer otra aternativa de ingresos
econdmicos a los caficultores. Dichas investigaciones
se han llevado a cabo con el apoyo del Ministerio del
Medio Ambiente, los primeros resultados de este
trabajo estédn condensados en €l informe “Ensayo de
procedencias y progenies para dos especies forestales
tropicales de ato valor comercial (resultados 1996-
2000)".

Desde 1999, e Grupo de Biodiversidad vy
Biotecnologia de la Universidad Tecnoldgica de
Pereira inici6 e acompafiamiento a CENICAFE, a
través del desarrollo y aplicacion de marcadores
moleculares ala seleccion y evaluacion realizada por €l
grupo de investigacion forestal de CENICAFE. Es asi
como se desarrollaron RAPD y AFLP para Cordia y
posteriormente AFLP para Alnus y Tabebuia.
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Durante los afios 2003 y 2004 se realizd un convenio
entre el Ministerio del Medio ambiente y Desarrollo,
Centro Nacional de Investigaciones del Café,
CENICAFE, y € Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
de la Fecultad de Ciencias Ambientales de la
Universidad Tecnoldgica de Pereira, para la
caracterizacion molecular de tres especies forestales, T.
Rosea, C. Alliodora y A. acuminata de la zona cafetera
mediante |a técnica molecular de AFLP (19).

Asi pues, este trabajo recopila los resultados de los
afios 2003 y 2004 en aliso siendo un aporte 4
conocimiento, conservacion y aprovechamiento de los
recursos forestales, claves para el desarrollo del pais.

2.1. Materialesy métodos

Recoleccion del Material  Vegetal y Ubicacion
Geografica: Se colectaron 60 muestras en los
departamentos de Risaralda y Tolima, en los sitios
conocidos como € Alto dd Nudo (Municipio de
Desguebradas) y en el municipio de Herveo (Tolima),
donde se encuentran los ensayos de progenies del
programa ETIA de Cenicafé; asi como muestras de una
poblacion nativa de Aliso en Gigante (Huila).

Durante el muestreo en campo se tomaron ramas de 16
arboles centrales de cada progenie, seleccionando las
hojas jovenes para la obtencion de ADN.

Del tota de muestras de &boles colectadas, se
seleccionaron 24 progenies para la caracterizacion
molecular. Los datos de procedencia e identificacion de
las progenies se observan en laTabla 1.

MUESTRA DPTO MUNICIPIO

PROGENIE

Cal.11- 4-8-1 Risaralda Dosquebradas Caldas

Cal.11-4-8-2 Risaralda Dosquebradas Cadas
Cal.11-4-8-5 Risaralda Dosquebradas Cadas
Cal.11-4-8-9 Risaralda Dosquebradas Caldas
Cal.11-4-8-14 Risaralda Dosquebradas Caldas
Cal.11-4-24-1 Tolima Herveo Caldas
Cal.11-4-24-2 Tolima Herveo Caldas
Cal.11-4-24-4 Tolima Herveo Caldas
Cal11-4-24-10 Tolima Herveo Caldas
Cal11-4-24-14 Tolima Herveo Caldas
Calll-4-24-15 Tolima Herveo Caldas
Na1l-6-5-4 Risaralda Dosquebradas  Narifio
Na.1l-6-5-5 Risaralda Dosquebradas  Narifio
Na.1l-6-5-10 Risaralda Dosquebradas  Narifio
Nal-6 5-11 Risaralda Dosquebradas  Narifio
Na 1-6 5-15 Risaralda Dosquebradas  Narifio
Na.1-6-p76-3 Risaralda Dosquebradas  Narifio
Na1-6.p76-7 Tolima Herveo Narifio
Na.1-6.p76-8 Tolima Herveo Narifio
Nal-6.p76-11 Tolima Herveo Narifio
Nal-6.p76-12 Tolima Herveo Narifio
Nal-6.p76-14 Tolima Herveo Narifio
P.Nativa 1 Huila Gigante Nativa
P.Nativa 2 Huila Gigante Nativa

Tabla 1. Sitos de colectay procedencias de las accesiones de
Aliso.
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Extraccion y cuantificacion ADN

Las muestras de aliso se maceraron en nitrogeno
liquido, y se almacenaron en tubos conicos de 15 ml a
— 80 °C. Para la extraccion de muestras de ADN se
utilizo € protocolo de Gilbertson - Dellaporta (1991),
modificado por Gonzdles et al. (1995) (15). Después
de hacer la extraccion basica de ADN, se realizaron dos
limpiezas adicionales, una con acetato de amonio y
etanol absoluto, y otra en medio organico con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1
debido a la répida fenolizacién, tipica del material
forestal. Las concentraciones de ADN fueron
cuantificadas en un espectrofotémetro (Shimadzu UV-
1601) a 260 nm. La calidad de! ADN extraido se
observo en geles de agarosaa 0.8%.

Andlisisde AFLP

Se utilizd la metodologia descrita por Vos et al.
(1995)(31) modificada por Invitrogen, y se utilizé €l
Kit de AFLP Invitrogen Starter Primer Kit, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Para la amplificacién
del ADN se empled un termociclador MJ Research
PTC-100. En tota se corrieron 24 muestras
pertenecientes a las dos progenies y a la poblacion
nativay cuatro combinaciones de primer.

El producto amplificado por PCR, fue separado en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida a una
concentracion de 6%. Los fragmentos fueron
posteriormente visualizados por tincién con nitrato de
plata.

Con las bandas obtenidas se construyé una matriz
binaria, utilizando presencia (1) o ausencia (0). La
matriz de datos fue convertida a una matriz de similitud
segln Nei y Li (1979) (24), utilizando € método
UPGMA (unweighted pair group mean average) que
generd un dendrograma mediante €l paguete estadistico
Numerical Taxonomy and Multivariate System
NTSY Spc 2.02i (28) de Applied Biostatistics, en €
cual se utilizo € coeficiente de Dice (8) para establecer
la similaridad genética. El andlisis de correspondencia
mltiple fue determinado utilizando €l mismo paguete
estadistico.

2.2. Resultadosy Discusion

Se evaluaron 22 combinaciones de primers, con €l fin
de establecer las méas polimérficas para la
caracterizacion del germoplasma de dliso. Se
escogieron cuatro de ellas de acuerdo con los criterios
de polimorfismo, reproducibilidad y consistencia de las
bandas. La combinaciébn que mostré mayor
polimorfismo fue la Mse | AAC / Eco RI CTT (figura
1).



466

Figura 1. Amplificacién positiva de los mismos individuos de
la figura anterior. Las combinaciones son en su orden son 1.
EAA-MC, 2. EAAC-MCTT, 3. EAA-MCTC, 4. ATC-CTG.

Las cuatro combinaciones produjeron un total de 87
bandas, 54 de ellas polimorficas.

El andlisis AFLP con € indice de similitud de Dice
arroj6 el dendrograma de la figura 2, donde se
diferenciaron tres grupos genéticos a partir de un 60%
de similitud. Los individuos de la progenie Caldas,
identificados en e dendrograma como (Cal, 11481
hasta Cal1142410) se ubicaron en un MisSmMo grupo
compartiendo un 65% de similitud genética (Cluster
1). Los individuos de la progenie Narifio identificados
en el dendrograma como Na, 1655 hasta Nal6p761 se
ubicaron en un mismo grupo compartiendo un 60% de
similitud (Cluster 2).

El individuo identificado como Na 1654, del grupo de
progenies de Narifio, se agrup6 en €l cluster 1 con los
individuos de Caldas. Los individuos representantes de
la poblacién nativa de Gigante, Huila, mostraron
diferencias claras al compararlos con € resto del
grupo, pero entre ellos son bastante similares pues
comparten e 90% del genoma analizado (Cluster 3).
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Figura 2. Dendrograma con el indice de similitud y los
agrupamientos obtenidos con las accesiones de Aliso
evaluadas.

El andlisis de correspondencia mudltiple, estimé la
variacién de los individuos en tres dimensiones (gjes
X,y,z) (Figura3).

Na16p767

P‘fuumumz la16p7614

Figura 3. Andlisis de Correspondencia Mdltiple.

Las tres dimensiones en su conjunto mostraron
informacion similar a la obtenida en el dendrograma,
diferenciando en € plano 3 grupos asi: 2 grandes
grupos en su mayoria conformados por las progenies
Caldas y Narifio y un grupo pequefio conformado por
los 2 individuos de la poblacion nativa. Este andlisis,
sin embargo, permite ver diferencias al interior de las
progenies, pues muestra 2 individuos de la poblacién
de Narifio que se algjan un poco del grupo principal,
gue comparte la mayoria del genoma analizado. Los
individuos de la poblacién nativa son muy similares en

e > Caldas

> Narifio

—] } Nativa
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dtura y comparten proporcionalmente bandas con
ambas progenies.

En cuanto a la caracterizacion molecular de
poblaciones naturales de forestales, son varios los
trabajos reportados en los Ultimos afios que utilizan la
tecnologia AFLP, como Lerceteau y Szmidt (2004)
(18), quienes plantean que la informacién sobre los
niveles y distribucion de las variaciones genéticas es
crucial paralos planes de conservacién in situ y ex situ;
Greef et al. (1998)(13), estudiaron la variacion
intraespecifica de Quercus petraea evaluando la
diversidad genética en arboles plus seleccionados para
obtener progenies que pudieran ser usadas en
programas de reintroduccion de la especie en Bélgica;
Muluvi et al. (1999) (21) redizaron €l andlisis de la
variacion genética en Moringa oleifera Lam., &bol de
variados usos proveniente de India, que fue introducido
en Africa, logrando establecer diferencias significativas
entre regiones y poblaciones; Rusell et al. (1999) (29),
realizaron € estudio sobre la variacién genética de
Calycophyllum spruceanum, en la cuenca amazénica
peruana; Sing et al. (1999) (30), reaizaron un estudio
de diversidad genética en Azadirachta indica;
Lerceteau y Szmidt (1999) (18), realizaron estudios de
heredabilidad y diversidad genética de Pinus sylvestris
L; Cer6n et al. (2002) (5), realizaron una estimacion de
la diversidad genética y un andlisis de la variacion
morfoldgica del Mangle Negro o Iguanero (Avicennia
germinans L.) en la Costa Pacifica Colombiana; Coart
et al. (2002) (6), andizando la diversidad genética en
poblaciones de robles (Quercus petraea y Quercus
robur) autéctonas e introducidas en Bélgica;
Marulanda et al. (2003) (19), estimaron la variabilidad
genética en accesiones de Guadua spp. encontrando un
nivel considerable de variabilidad entre las especies de
Guadua evaluadas y un nivel menor de diferenciacion
genética dentro de las accesiones de G. angustifolia
Kunth.

Los resultados de este proyecto se enmarcan en la
investigacion genética de aliso en Colombia. En € afio
2002, Gutiérrez, evaud la estabilidad genética de
embriones somaticos de Alnus acuminata, con
marcadores AFLP, de las plantas donantes y de los
callos embriogénicos, utilizando dos enzimas de
restriccion, Eco R 1y Mse |, y 11 combinaciones de
primers. De las once combinaciones ensayadas, nueve
amplificaron en los 38 individuos implicados en el
estudio. Se obtuvo un total de 348 bandas, 195
resultaron polimorficas, es decir un 56% de
polimorfismo, este Ultimo resultado similar a obtenido
en la presente investigacion.

3. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

La técnica de AFLP se pudo estandarizar para la
caracterizacion molecular de Alnus acuminata, y a su
vez, hacer un importante aporte a la caracterizacion de
arboles forestales en Colombia

Se diferenciaron tres grupos genéticos a partir de un
60% de similitud. Los individuos de la progenie
Cadas, de la progenie Narifio, y los individuos
representantes de la poblacion nativa de Gigante,
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Huila, estos Ultimos, mostraron diferencias claras a
compararlos con el resto del grupo.

Los individuos representantes de la poblacion nativa de
Gigante, Huila, mostraron diferencias claras d
compararlos con el resto del grupo, pero entre ellos son
bastante similares pues comparten e 90% del genoma
analizado.

La caracterizacion molecular de las progenies con
AFLP mostr6 que la progenie Cadas es mas
homogénea genéticamente que la progenie Narifio la
cual presenta mayor grado de variacion al interior de la
progenie.

Teniendo en cuenta los datos moleculares se puede
inferir que la forma de conservacién de los arboles de
Aliso, en los bancos de germoplasma de CENICAFE es
adecuada pues la identidad genética entre progenies
colectadas en diferentes sitios, se mantiene.
Adicionalmente se puede afirmar que no se detectaron
duplicados genéticos en la muestra analizada
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