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RESUMEN

Cordia alliodora es un arbol muy conocido como
productor de madera en zonas tropicales de América
Latina y el Caribe, se caracteriza por producir una
valiosa madera y presentar crecimiento rapido. En
Colombia es frecuente en sistemas agroforestales
con café. Esta especie como la mayoria de especies
forestales, presenta problemas bioldgicos para pro-
gramas de mejoramiento genético como los largos
periodos de regeneracion y los altos costos de man-
tener una poblacion a largo plazo. Los programas
de seleccion asistidos con marcadores moleculares
han tenido un gran impacto en el mejoramiento
genético, debido a que, minimizan los intervalos
de regeneracion, incrementan la ganancia genética
por generacion y permiten la evaluacion de la in-
formacion genética esencial para las especies. En
el presente trabajo se caracterizaron 60 individuos
de C. alliodora pertenecientes a los ensayos de
procedencias y progenies establecidos en el pro-
grama de mejoramiento genético de Cenicafé. La
caracterizacion se realizo a través de marcadores
microsatélites, después del desarrollo de una libr-
eria gendmica enrriquecida con microsatelites de la
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especie. Finalmente se evaluaron 24 microsatélites
especificos de los cuales 20 permitieron detectar
28 loci polimorficos y multialélicos. Estos resulta-
dos ofrecen una guia para orientar las politicas de
produccion sostenible y conservacion de esta espe-
cie de valiosa madera, asi como una herramienta
valiosa para la identificacion de clones con interés
comercial.

ABSTRACT

Cordia alliodora is a well-known wood producer
tree of tropical areas of Latin America and Carib-
bean. It is characterized for producing valuable
wood and by its fast growth rate. In Colombia, it is
frequent on agro-forestal systems with coffee. This
species, like most forest species have biological
problems for genetic improvement programs, such
as long regeneration periods and high costs for sup-
porting a population in a long term. The molecular
assisted markers in plant breeding programs have
had a great impact on genetic improvement, due to
the fact they minimize their intervals of regenera-
tion, increase the genetic gain by generation and
allow the evaluation of the genetic information es-
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sential for the species. In this work, 60 genotypes
of C. alliodora were characterized, belonging to
the provenance and progenies tests established by
the program of genetic improvement of Cenicafé.
The characterization was carried out through mi-
crosatellite markers, after developing a genomic
library enriched with microsatellites of the species.
Finally, 24 specific microsatellites were evaluated,
20 of which allowed the detection of 28 polymor-
phic and multiallelic loci. These results provide a
guide for orienting the policies of sustainable pro-
duction and conservation of this valuable species;
also, it provides a useful tool for the identification
of clones with commercial interest.

INTRODUCCION

Las plantaciones forestales estan desplazando rapi-
damente la explotacion de los bosques naturales del
mundo (Gartland et al. 2002), el area total en bos-
ques naturales es aproximadamente de 3,9 billones
de hectareas (Bha), lo que representa el 30 % de la
superficie de la tierra, y el consumo de madera in-
dustrial supera los 1.600 billones de m® a nivel mun-
dial (Carson et al. 2004). Las Naciones Unidas anti-
cipan que para el afio 2030 entre el 50y 75 % de la
produccion de madera para uso industrial del mun-
do procedera de plantaciones forestales, Gartland et
al. (2002) afirman que esta es la mayor oportunidad
para la aplicacion a gran escala de la biotecnologia
en especies forestales, investigando sobre las espe-
cies de mas rapido crecimiento, los arboles de rota-
cién corta y cuales especies seran las mas adaptables
al tropico, debido a que las plantaciones forestales
se han desplazado desde el hemisferio norte a las
zonas tropicales y subtropicales a ambos lados del
Ecuador (Carson et al. 2004).

La especie Cordia alliodora (R. & P.) Oken per-
tenece a la familia Boraginaceae, es un arbol muy
conocido como productor de madera en zonas tro-
picales de América latina y el Caribe. Se caracteri-
za por ser una especie de porte alto, hermafrodita y
de polinizacion cruzada. Su distribucion en el con-
tinente americano es muy amplia: va desde Méxi-
co (25° N) a través de Centro y Sur América hasta
Bolivia, el sur de Brasil, y el norte de Argentina
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(25° S) (Chase et al. 1995, Boshier 1995, Boshier
et al. 1995a, 1995b, Boshier & Henson 1997, Se-
bbenn et al. 2002, 2005, 2007). En Colombia esta
especie se encuentra distribuida en los valles inte-
randinos de las tres cordilleras y la Sierra Nevada
de Santa Marta, desde el nivel del mar hasta los
1900 msnm, recibiendo varios nombres segun la
region.

Hasta el momento las actividades de mejoramiento
en Cordia alliodora han sido realizadas principal-
mente en Centro América, Colombia y Brasil. En
Colombia Cenicafé (2000), se han empleado mar-
cadores moleculares como apoyo al conocimiento
de la diversidad genética presente en poblaciones
naturales.

Las técnicas de biologia molecular y en particular
el uso de marcadores moleculares, han permitido
conocer y caracterizar el contenido genético de los
organismos, asi como estimar la diversidad y las
relaciones entre grupos de interés (Phillips-Mora
1995). Uno de los usos mas generalizados de los
marcadores moleculares en los programas de me-
joramiento genético es la identificacion y seleccion
de individuos (O"Malley et al. 1996), esto hace la
seleccion mas confiable y precisa.

Los estudios en poblaciones de arboles han ido en
aumento a partir del desarrollo de los marcadores
microsatélites (SSR), gracias a que estos son muy
polimorficos y estan ampliamente distribuidos en
el genoma de especies animales y vegetales (Da-
ynandan et al. 1997, Collevatti et al. 1999). Los
loci microsatélites contienen una secuencia simple
(mono, di, tri o tetra) que se repite, el numero de
repeticiones por microsatélite puede ser altamente
variable, y la naturaleza del marcador es codomi-
nante (Buso et al. 2006). La utilizacion de los mi-
crosatelites en estudios de especies forestales tro-
picales ha tenido importantes consecuencias para
la conservacion y uso sostenible de los recursos
forestales. Los marcadores microsatélites han sido
herramientas importantes para generar informacion
detallada de la diversidad genética y la estructura
de la poblacion en especies que probablemente es-
tan siendo sobreexplotadas en areas como la Ama-
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zonia, la selva pacifica, los bosques andinos y el
cerrado brasilefio. Estos datos, a su vez, ayudan en
la elaboracion de estrategias para la conservacion
y aprovechamiento forestal sostenible.

Los objetivos del presente trabajo fueron: identi-
ficar marcadores (SSR) que permitan un analisis a
nivel de individuos en C. alliodora, para relacionar
marcadores con caracteristicas morfologicas de in-
terés comercial; desarrollar huellas digitales de las
diferentes progenies y arboles élite de C. alliodora
que permitan su caracterizacion; y examinar la va-
riacién genética entre las progenies de diferentes
procedencias.

MATERIALES Y METODOS
MATERIAL VEGETAL

En el afio 1997 el Centro Nacional de Investigacio-
nes de Café (Cenicafé) selecciond en el pais, 101
arboles “plus” junto con 13 procedencias obtenidas
de cuatro paises Centroamericanos como base para
el programa de seleccion y mejoramiento genético
de especies forestales de interés asociadas al café.

Los criterios de seleccion de estos arboles plus se
basaron en las caracteristicas fenotipicas que estan
bajo el mayor control genético aditivo posible, ta-
les como: Fuste cilindrico, recto, libre de rajaduras,
sin acanalamientos, sin aletones, ni bifurcaciones.
Copa pequeia, angosta y simétrica. Ramas delga-
das y distribuidas asimétricamente en verticilos
separados. Vigor y dominancia sobre los demas
individuos de la poblacion y libre de plagas y en-
fermedades.

De estos 101 individuos se seleccionaron 60 in-
dividuos para el presente estudio que arrojaron
los mejores resultados de las evaluaciones mor-
fologicas dispuestos en ensayo de procedencias y
progenies a lo largo del pais. Asi mismo, se mues-
trearon individuos procedentes de huertos clona-
les. De los individuos seleccionados se colectaron
hojas jovenes y sanas. Las muestras de hojas se
colectaron y almacenaron en bolsas herméticas
con gel de silice (Proporcion 1:10, tejido vegetal:
gel de silice), posteriormente se transportaron al
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Uni-
versidad Tecnologica de Pereira. En la tabla 1 se
describen los codigos y las procedencias de los
arboles estudiados.

Tabla 1. Muestras de Cordia alliodora, colectadas en los Ensayos de Procedencias y Progenies de CENICAFE.

Caodigo Poblacién Sitio de colecta Ensayo

NSV 3-3-Chinchina Norte De Santander Chinchina Procedencias y progenies
NSV 3-4-Chinchina Norte De Santander Chinchina Procedencias y progenies
NS-V-3-3-Chinchina Norte De Santander Chinchina Procedencias y progenies
CU-I-1-8-Fredonia Cundinamarca Fredonia Procedencias y progenies
T-I-1-3-Paraguaicito Tolima Paraguacito Procedencias y progenies
TI 1-1-Paraguaicito Tolima Paraguacito Procedencias y progenies
T-I-1-2-Chinchina Tolima Chinchina Procedencias y progenies
A -IV-1-1-Chinchina Antioquia Chinchina Procedencias y progenies
A-1V-1-1-Darien Antioquia Darién Huerto clonal
A-IV-1-2- Chinchina Antioquia Chinchina Procedencias y progenies
A-IV-1-1- Chinchina Antioquia Chinchina Procedencias y progenies
A-I-2-3- Paraguaicito Antioquia Paraguacito Procedencias y progenies
R-VI-1-4- Chinchina Risaralda Chinchina Procedencias y progenies
R-1V-1-2- Chinchina Risaralda Chinchina Procedencias y progenies
V-I-1-1- Paraguaicito Risaralda Paraguacito Procedencias y progenies
R-III-3-2- Paraguaicito Risaralda Paraguacito Procedencias y progenies
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Cadigo Poblacién Sitio de colecta Ensayo
R-I-1-5- Paraguaicito Risaralda Paraguacito Procedencias y progenies
R-1-2-3- Paraguaicito Risaralda Paraguacito Procedencias y progenies
R-I1I-1-6- Paraguaicito Risaralda Paraguacito Procedencias y progenies
R-IV-1-4- Paraguaicito Risaralda Paraguacito Procedencias y progenies
R-I-1-3- Paraguaicito Risaralda Paraguacito Procedencias y progenies
V-I-1-3- Paraguaicito Risaralda Paraguacito Procedencias y progenies
R-1-4-1- Paraguaicito Risaralda Paraguacito Procedencias y progenies
R-1-4-2-Darien Risaralda Darién Huerto clonal
R-1-9-1- Darien Risaralda Darién Huerto clonal
R-V-1-5- Darien Risaralda Darién Huerto clonal
R-I-1-1- Darien Risaralda Darién Huerto clonal
R-IV-1-2- Darien Risaralda Darién Huerto clonal
R-111-3-1- Darien Risaralda Darién Huerto clonal
R-I-7-1- Darien Risaralda Darién Huerto clonal

R -I1I-2-5- Darien Risaralda Caldas Huerto clonal
R-I-1-4- Darien Risaralda Dari¢n Huerto clonal
R-1-1-10- Darien Risaralda Darién Huerto clonal
R-IV-1-3- Darien Risaralda Darién Huerto clonal
R-1-2-2- Darien Risaralda Darién Huerto clonal
R-I-2-2-Cesar Risaralda Cesar Procedencias y progenies
R-I-1-3- Cesar Risaralda Cesar Procedencias y progenies
R-III-3-1- Fredonia Risaralda Fredonia Procedencias y progenies
R-I-1-10-Santander Risaralda Santander Procedencias y progenies
R-1-1-4- Santander Risaralda Santander Procedencias y progenies
R-1-7-1- Santander Risaralda Santander Procedencias y progenies
R-III-2-8-Cesar Risaralda Cesar Procedencias y progenies
R-1-7-1-Libano Risaralda Libano Procedencias y progenies
R-II-2-1- Libano Risaralda Libano Procedencias y progenies
R-11-1-3-Belén Risaralda Belén Procedencias y progenies
R-1-1-3- Belén Risaralda Belén Procedencias y progenies
R-II1-2-8- Belén Risaralda Belén Procedencias y progenies
R-11-2-1- Chinchina Risaralda Chinchina Procedencias y progenies
R-II-1-3- Chinchina Risaralda Chinchina Procedencias y progenies
R -I - 3- 1- Chinchind Risaralda Chinchina Procedencias y progenies
R -VII-2 -2-huila Risaralda Huila Procedencias y progenies
R-I-1-3- Chinchina Risaralda Chinchina Procedencias y progenies
R-I1-1-3- Chinchina Risaralda Chinchina Procedencias y progenies
R-IV-1-3- Chinchind Risaralda Chinchina Procedencias y progenies
R-III-1-10- Chinchina Risaralda Chinchina Procedencias y progenies
071/96A- Chinchina Centro América Chinchina Procedencias y progenies
BLO7/94A- Belén Centro América Belén Procedencias y progenies
070/96A- Santander Centro América Santander Procedencias y progenies
BL45/64- Chinchina Centro América Chinchina Procedencias y progenies
BLO14/94A- Chinchina Centro América Chinchina Procedencias y progenies
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EXTRACCION DEL ADN

Para la extraccion del ADN se utilizaron dos
métodos, el primero con el Kit de extraccion de
ADN de plantas de QIAGEN DNA easy Plant
mini kit® siguiendo las indicaciones del fabri-
cante, el otro método fue el protocolo de extrac-
cion de Doyle & Doyle (1990) modificado por
Marquez (2003) para la extraccion de ADN de
Cordia alliodora.

DESARROLLO DE LIBRERIAS
ENRIQUECIDAS PARA LA OBTENCION
DE MICROSATELITES

Para la construccion de la libreria enriquecida se
sigui6 el procedimiento descrito por Jones et al.
(2002). Las secuencias que contenian las zonas
microsatélites fueron ensambladas y editadas en
Seqman (DNAStar). Finalmente, se disefaron
iniciadores para llevar a cabo la amplificacion
por PCR, a través del programa DesignerPCR,
version 1.03 (Research Genetics, Inc).

AMPLIFICACION DEL ADN

Para la caracterizacion de las muestras se utiliza-
ron 20 marcadores microsatélites (Tabla 2). Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final
15 pl con 1X de buffer de amplificacion (10 mM
de Tris HCI, 50 mM de KCI), 200 uM de una
mezcla de dNTPs, 2 mM de cloruro de magnesio,
1 uM de cada uno de los primers, 0.5 U de taq
polimerasa y 10 ng de ADN genémico. El perfil
de amplificacion fue de 30 ciclos de 94 °C du-
rante un minuto, un minuto a la temperatura de
apareamiento (Tabla 2) y finalmente un minuto a
72 °C, con una extension final a 72 °C durante 10
minutos. La separacion de los productos ampli-
ficados se realizd mediante electroforesis verti-
cal en geles de poliacrilamida al 6%, corridos en
camara de electroforesis Sequi-Gen de BioRad,
a 110W, los geles fueron tefiidos con nitrato de
plata siguiendo el protocolo de Benbouza et al.
(2006).

ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron con el pro-
grama GENAIEX version 6.2 (Peakell & Smouse
20006). El analisis comprendio la determinacion de
medidas de variabilidad genética, diversidad y dis-
tancia genética. Ademads se determind el poder de
discriminacion de los marcadores utilizados (D) a
través de la formula de Tessier et al. (1999) y la
probabilidad de identidad.

EVALUACION DE CARACTERES
MORFOLOGICOS

Los datos morfologicos de los arboles estudiados
fueron tomados por el grupo de investigacion en
forestales de CENICAFE (Ospina et al. 2008), las
variables cuantificadas fueron: Longitud de la hoja
(HL), Ancho de la hoja (HA), Numero de ramas
por verticilo (NRV), Diametro de la copa norte sur
(DCNS), Diametro de la copa este oeste (DCEO),
Altura (Medida en metros), Diametro a la altura
del pecho (DAP) (Medida en metros), Superviven-
cia (Medida en porcentaje), Volumen con corteza
(VCC), para esto se utilizo la formula que se pre-
senta a continuacion (Ospina et al. 2008): VCC=0.
0193+[0.0000361(DAP**Altura)].

Se calcul6 la distancia euclidiana (Smith &Smith
1992) entre cada par de genotipos con los datos
morfoldgicos, con base en la distancia genética de
Nei (1972) y se construyd un dendrograma con el
método de agrupacion UPGMA (media aritmética
no ponderada) utilizando el programa N'T-Sys. Ver-
sion 2.02 (Rohlf 1989).

RESULTADOS

DESARROLLO DE LIBRERIAS
ENRIQUECIDAS

Se identificaron en total 109 secuencias microsa-
télites las cuales fueron dispuestas en la base de
datos publica del National Center for Biotechnol-
ogy Information (NCBI - GenBank). Los datos fu-
eron enviados directamente a través del programa
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SEQUIN version 9.50 diligenciado la informacion
pertinente para tal fin. Los numeros de accesion
de las 109 secuencias comprendieron los codigos
GUO011824 al GUO11945.

Estas 109 secuencias permitieron el disefio de 74
iniciadores microsatélites, de estos 24 fueron sin-
tetizados. Finalmente se seleccionaron para esta
caracterizacion 20 iniciadores (Tabla 2) dadas sus
caracteristicas de reproducibilidad, calidad en la
amplificacion y polimorfismo.

ANALISIS DE LA VARIABILIDAD
GENETICA

Los 20 SSR analizados produjeron amplificaci-
on positiva y mostraron polimorfismos en varios
alelos, el marcador CaA 104 produjo el mayor nu-
mero de alelos (11), seguido de CaA105, CaB102,
CaD103 (Tabla 2); los marcadores que presentaron
el menor niumero de alelos (2) fueron CaB1, Ca-
D103a y CaA102. De acuerdo con la variabilidad
genética presente y el elevado multialelismo que
se encontrd en los 20 microsatélites se detectaron
28 loci polimérficos.

En la figura 1 se observa la distribucion de los di-
ferentes alelos detectados en los 28 loci microsaté-
lites. Se obtuvieron los parametros genéticos como
el promedio de alelos por locus (Na), el nimero de
alelos informativos (Ne) y la heterocigosidad espe-
rada (He) en las 6 poblaciones y los 60 individuos.
La heterocigosidad esperada (He) fue mayor en la
poblacion de Risaralda seguida por las poblaciones
de Centro América y Antioquia (Figura 1). También
se observa la presencia de alelos exclusivos en la po-
blaciones de Risaralda y en menor ntimero en la po-
blacion de Norte de Santander, la presencia de alelos
con frecuencias iguales o inferiores al 50% (alelos
de baja frecuencia) se presentaron en mayor nimero
en las poblaciones de Risaralda y Centro América.

Los parametros genéticos promedio para todas las
poblaciones en todos los loci se observan en la ta-
bla 3. El promedio de alelos por locus oscilo entre
1.633 para la poblacion de Cundinamarca y, Cen-
tro América 4.70, mientras las demas poblaciones
presentaron los siguientes promedios de alelos por
locus: Antioquia 2.633, 4.433 para la de Risaralda
Norte de Santander 2.867 y Tolima 2.033; el pro-
medio de alelos informativos (Ne) fue de 1.633 para
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Figura 1. Parametros genéticos calculados en Cordia alliodora: nimero de alelos por poblacion (N), nimero de alelos por locus
(Na), alelos mas informativos (Ne), heterocigosidad esperada (He), Heterocigosidad observada (Ho), indice de fijacion (F) y pro-

medio total del coeficiente de endogamia (Fis). N=60
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Tabla 3. Parametros genéticos calculados en Cordia alliodora: niimero de alelos por poblacion (N), nimero de alelos por locus
(Na), alelos mas informativos (Ne), heterocigosidad esperada (He), Heterocigosidad observada (Ho), indice de fijacion (F) y

promedio total del coeficiente de endogamia (Fis). N=60

Poblaciones N Na Ne He F p-value Fis p-value
Norte de Santander 2.867 2.300 2.020  0.678  0.449 -0.480
Cundinamarca 0.967 1.633 1.633  0.667  0.333 -1.000
Tolima 2.033 2.067 1918 0.639  0.386 -0.665
Antioquia 4.233 2.633 2225 0542 0471 -0.146
Risaralda 38.700 4.433 2954 0.634 0.614 -0.045
Centro América 4.700 2.833 2254  0.617  0.489 -0.257
Promedio Total 8.917 2.650 2.167 0.630 0.457  -0.391 0.043 -0.337 0.143

Cundinamarca y 2.954 para Risaralda, siendo estos
los menores y mayores valores respectivamente, los
valores de heterocigocidad esperada (He) y obser-
vada (Ho) para Risaralda fueron de 0.614 y 0.634
respectivamente, estos fueron los valores mas altos
respecto a todas las demas poblaciones. El indice de
fijacion (F) fue -0.045 para el departamento de Risa-
ralda, este fue el valor mas alto, siendo el de menor
valor el de la poblacion de Cundinamarca (-1.00),
todas las poblaciones mostraron valores negativos
(Tabla 3). A pesar de que los arboles de C. alliodo-
ra objeto de esta investigacion hacen parte de una
poblacién seleccionada para mejoramiento, el valor
del indice de fijacion (F) para C. alliodora estuvo
por debajo de 0, mostrando una baja consanguinidad
entre los arboles estudiados. Entre tanto, el coefi-
ciente de endogamia (Fis) arrojé un valor promedio
de -0.337, Ambos resultados (F y Fis) demuestran
que el programa de seleccion asistida con marcado-
res moleculares AFLP y RAPD (Marulanda et al.
2002, Marquez 2003) que ha apoyado el programa
de mejoramiento de CENICAFE en el pasado, ha
sido muy util en la seleccion de los arboles para
el establecimiento de los huertos semilleros pues ha
permitido seleccionar arboles no emparentados en-
tre si (Tabla 3).

Los promedios para todas las poblaciones y to-
dos los loci fueron: promedio de alelos por locus
(Na) de 2.650; heterocigosidad esperada (He) de
0.457; heterocigosidad observada (Ho) de 0.630;
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el indice de fijacion (F) fue -0.391 y los alelos in-
formativos (Ne) de 2.167. En el caso de las 20 se-
cuencias SSR de C. alliodora evaluadas, 7 fueron
secuencias de tri-nucledtidos: CaC7, CaC8, CaD?9,
CaCl108, CaD103a, CaD1 y CaC103, y una perte-
nece a un microsatélite imperfecto (CaD103). Las
12 secuencias restantes fueron microsatélites di-
nucledtidos que fueron todos informativos y poli-
morficos (Tabla 2).

MEDIDAS DE DIVERSIDAD GENETICA

Los parametros de diversidad genética encontrados
al analizar 28 loci permitieron identificar poblacio-
nes con baja consanguinidad, marcadores multia-
1élicos y heterocigosidades esperadas iguales a las
observadas.

El anélisis de varianza molecular (AMOVA) (Tabla
4), reveld que el mayor porcentaje de variacion lo
aportaron las diferencias al interior de las poblacio-
nes (95 %), seguida de la variacion entre poblaciones
(5%). Estos datos ratifican que una parte importante

Tabla 4. Datos del analisis de varianza molecular —- AMOVA.
N=60

FUENTE gl  Est.Var. % de variacién
Entre poblaciones 4 0,184 5%
Dentro de las poblaciones 54 3,332 95%
Total 58 3,516 100%
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Tabla 5. Distancias genéticas pareadas entre poblaciones. N=60

Norte de Santander ~ Cundinamarca Tolima Antioquia  Risaralda  Centro América
Norte de Santander 0.000
Cundinamarca 0.359 0.000
Tolima 0.436 0.377 0.000
Antioquia 0.279 0.298 0.344 0.000
Risaralda 0.284 0.297 0.286 0.197 0.000
Centro América 0.310 0.379 0.447 0.284 0.130 0.000

de la variacion va a estar al interior de las poblacio-
nes, y que esta caracteristica unida a datos de alelos
exclusivos, distancias genéticas importantes, y la
asociacion a caracteristicas morfoldgicas de interés
determinaran la permanencia de los materiales en el
programa de mejoramiento genético.

MEDIDAS DE DISTANCIA GENETICA

La distancia genética entre individuos se puede
evidenciar en la figura 4, donde se forman 5 gru-
pos, todos los grupos presentan individuos risaral-

denses. La distancia genética entre las poblaciones
(Tabla 5) indica que las poblaciones con mayores
distancias genéticas las presentan las poblaciones
de Tolima y Centro América (0.447), y de Toli-
ma con Norte de Santander (0.436), entre tanto, las
menores distancias genéticas estan entre Risaralda
y Centro América (0.130) y Antioquia y Risaralda
(0.197).

En el andlisis de coordenadas principales, basado
en las distancias genéticas entre los individuos,
(Figura 2), se observa una mayor cercania entre

Coordenadas principales
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Figura 2. Anélisis de coordenadas principales de muestras de Cordia alliodora
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Figura 3. Probabilidad de identidad (PI) de acuerdo a diferentes combinaciones de loci para poblaciones seleccionadas de Cordia

alliodora.

los materiales risaraldenses y centro americanos.
Algunos materiales antioquefios, norte santande-
reanos y tolimenses se encuentran separados del
grupo de individuos risaraldenses y centroameri-
canos. En el analisis de coordenadas principales la
mayor cantidad de individuos se agrupan en el pri-
mer y cuarto cuadrante, entre tanto los individuos
mas separados genéticamente se encuentran en el
segundo y tercer cuadrante.

PROBABILIDAD DE IDENTIDAD

En C. alliodora la combinacion de 12 microsatéli-
tes permite la obtencion de una probabilidad unica
paraun individuo, la figura 3 muestra como a partir
de la combinacion de 5 loci, el nimero de indivi-
duos con un genotipo Unico comienza a aumentar
mientras desciende el numero de individuos con
genotipos iguales. La mayor variabilidad de los mi-
crosatélites en comparacion con otros marcadores
aumenta la probabilidad de que cada individuo en
una poblacion tenga un genotipo Unico, haciendo
que los microsatélites sean muy utiles en el desa-
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rrollo de huellas digitales, estudios sobre el flujo de
polen o la dispersion de semillas. Estos marcadores
son ademas sensibles a cambios en el tamafio de
las poblaciones de mejoramiento, a cambios en la
estructura de las poblaciones, asi como cambios en
las tasas de dispersion (Slatkin 1995).

EVALUACION MORFOLOGICA

Las distancias euclideanas agrupadas por UPGMA
se observan en un dendrograma (Figura 5) donde
se evidencia la formacion de tres grupos de simili-
tud. En este dendrograma se observa la formacion
de un grupo con mayores diferencias respecto al
resto de las progenies y esta compuesto por: R-
11-2-8C; A-IV-1-1C; R-IlI-2-8-R; R-II-1-3C y
070/96AS, estas progenies se caracterizan por los
mayores valores de DAP. El grupo 1 se caracteri-
za por los genotipos con mayores valores de DAP
y altura al mismo tiempo, es decir, los individuos
con mejores caracteristicas forestales (RI- 1-10S,
R III-1-10C, RI 1-3R, RI-VI-3C, RI-1-4S, NSV3-
3C, BL7/94AR).
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Figura 4. Dendrograma con el indice de similitud de Dice y el método de agrupamiento UPGMA entre individuos de Cordia

alliodora

DISCUSION

En los anélisis de la variabilidad genética los
28 loci obtenidos en C. alliodora son altos si se
comparan con los obtenidos en otras especies de
arboles como: Quercus myrsinifolia donde se de-
tectaron 9 loci; Q. petraea donde se obtuvieron
17 loci ; en Shorea curtissii se obtuvieron 9 loci;
en Symphonia globulifera se detectaron 3 loci; en
Swietenia humilis se obtuvieron 13 loci (Isagi &
Suhandono 1997, Steinkellner et al. 1997, Ujino
et al. 1998, Aldrich et al. 1998, White &Powell
1997a, 1997b).

En otras especies forestales en las cuales se han
situado microsatélites en mapas genéticos y se ha
descrito el numero de loci, estos ltimos estan muy
en concordancia con los obtenidos en el presente
estudio de C. alliodora, por ejemplo en Eucalyptus
grandis x E. urophylla donde se obtuvieron 19 loci,
en Pinus radiata se detectaron 16 loci; en Pinus
taeda se obtuvieron 11 loci, en Quercus robur se
obtuvieron 18 loci y en Acacia mangium se ob-
tuvieron 30 loci (Echt & Nelson 1997, Brondini
et al. 1998, Barrenche et al. 1998, Butcher et al.
1999, Devey et al. 1999,). Los datos obtenidos con
microsatélites indican que, ademas de ser general-
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Figura 5. Distancia euclidiana entre progenies de Cordia alliodora con datos morfologicos

mente mas informativos que otros tipos de marca-
dores, los loci microsatélites estan dispersos por
igual en todo el genoma (Butcher et al. 1999).

En relacion con medidas de diversidad genética
Miller & Schaal (2006) analizaron la estructura
de las poblaciones naturales y cultivadas de una
especie forestal de fruto comestible (Spondias
purpurea) encontrando que el porcentaje de varia-
cion entre poblaciones naturales fue del 35.65% y
al interior de las poblaciones del 64.35%, mien-
tras que en materiales cultivados son de 30.19%
y 69.81% respectivamente. Estos resultados ex-
plican en parte que la mayor variacion para C.
alliodora sea mayor al interior de las poblacio-
nes (95%). Hamrick et al. (1979) observaron una
notable heterogeneidad al interior de las especies
para niveles de variacion dentro de las poblacio-
nes. Una proporcion significativa de esta variacion
ha sido asociada con la historia de vida y carac-
teristicas ecologicas de las especies. Especies que
estan ampliamente dispersas, perennes, de polini-

Colombia Forestal Vol. 14(2) / Julio - Diciembre, 2011

zacion cruzada, anemofilas y un alto numero de
cromosomas estan relacionadas con los mayores
niveles de variacion intrapoblacional.

Las heterocigosidades promedio obtenidas en to-
dos los loci en esta investigacion en C. alliodora
fueron elevadas si se comparan con los trabajos
en Eucalyptus spp. de Grattapaglia & Kirst (2008)
quienes desarrollaron microsatélites con tetra y
pentanucleotidos, que les permitieron obtener he-
terocigosidades por encima de 0.45, estos autores
consideran que los perfiles de ADN de los arboles
analizados fueron significativamente mas robus-
tos, que cuando utilizaron secuencias microsaté-
lites dinucleoétidas.

Las medidas de distancia genética muestran al-
glna agrupacion de las progenies respecto a su
origen geografico o procedencia y estdn en mayor
concordancia con los reportados por Boshier et al.
(1995a) en C. alliodora en bosques tropicales en
Costa Rica, quienes demostraron que arboles cer-
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canos estan mas relacionados genéticamente en
comparacion con arboles distantes. En contraste,
los resultados obtenidos en esta investigacion di-
fieren a los reportados por Marulanda et al. (2000)
y Marquez (2003) en investigaciones anteriores
con genotipos de C. alliodora de las mismas pro-
cedencias, utilizando marcadores RAPD y AFLP,
donde no se encontroé agrupacion de los genotipos
de acuerdo a su origen geografico. Es importante
resaltar que los marcadores microsatélites tienen
un mayor poder de resolucion, y que la poblacion
de arboles analizados es un grupo muy seleccio-
nado en el cual se ha ido reduciendo la base gené-
tica, y se han realizado procesos de movilizacion
de semillas de los mejores arboles por parte de
los agricultores como lo reporté Marquez (2003).
Es importante también tener en cuenta que los es-
tudios de Boshier (1995) y Boshier et al. (1995a,
1995b) se realizaron en bosques naturales relati-
vamente bien conservados, mientras los trabajos
realizados en Colombia han sido con arboles de
relictos de bosques, bosques secundarios y en sis-
temas agroforestales asociados con caf€.

Por ultimo la probabilidad de identidad encontra-
da en el presente estudio arroja una herramien-
ta invaluable para estudios de identificacion de
clones. Otros investigadores han demostrado el
poder discriminatorio de los microsatélites como
el caso de Chase et al. (1996) con el arbol tropi-
cal Pithecellobium elegans, pudieron distinguir
entre el 80 % de los individuos en una poblacion
con solo tres loci microsatélites comparado con
el 37 % de los individuos cuando utilizaron seis
loci de isoenzimas (Butcher et al. 1999). Se han
reportado importantes trabajos con microsatélites
en otras especies forestales como en Q. robur
donde los microsatélites se utilizaron para de-
terminar las relaciones genéticas entre arboles se-
leccionados (Lefort et al. 1998), esto confirma la
relevancia de abordar este tipo de investigaciones
tal y como como se han realizado en el caso de
C. alliodora. Utilizando nueve loci se establecio
que cinco arboles seleccionados no estaban estre-
chamente relacionados entre ellos, por lo tanto,
constituirian una fuente de semillas adecuadas
para un programa de mejoramiento avanzado. En

un segundo estudio, nueve loci microsatélites se
utilizaron para detectar contaminantes de semillas
y confirmar las relaciones de familias de semillas
de medios hermanos procedentes de un solo arbol
de Quercus robur (Lexer et al. 1999). Los anterio-
res son ejemplos de la aplicacion practica de los
marcadores microsatélites en programas de selec-
cion y mejoramiento en forestales. En el caso de
eucalipto la probabilidad de identidad (PI) con
seis loci fue menor de 1 en 2000 millones (5 x 10
19). Los coeficientes de similitud calculados a par-
tir de datos de microsatélites fueron mucho mas
pequeiios, por lo tanto mas selectivos, que aque-
llos obtenidos en estudios similares con RAPD y
AFLP (Grattapaglia 2003).

El alto poder de discriminacion de los SSR y la
aceptacion este tipo de tecnologia por parte de los
mejoradores did lugar a la inclusion de los marca-
dores moleculares como descriptores adicionales
en los protocolos requeridos para la proteccion va-
rietal (Brondani & Grattapaglia, 2002; Grattapaglia
2003). La inclusion de marcadores de ADN repre-
sentd un avance notable en el panorama internacio-
nal de proteccion variedades de arboles forestales,
actualmente todas las solicitudes para la proteccion
clonal van acompanados de un perfil de ADN (hue-
lla de ADN) multilocus de 15 a 20 microsatélites los
cuales se recomiendan basados en varios aspectos
tales como robustez, polimorfismo y disponibilidad
de los SSR de dominio publico. Las perspectivas
para los siguientes afios es que habrd un nimero
creciente de solicitudes de proteccion de clones por
parte de las empresas forestales en relacion con el
valor de clones ¢lite de eucalipto manteniendo la
competitividad de la industria silvicultora (Brondani
& Grattapaglia 2002, Grattapaglia 2003).

CONCLUSIONES

Los arboles de C. alliodora objeto de esta inves-
tigacion y que hacen parte de una poblacion se-
leccionada presenta indices de fijacion de Wright
(F) inferiores a cero, demostrando una baja con-
sanguinidad entre los arboles estudiados. Esto
demuestra que el programa de mejoramiento de
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CENICAFE ha establecido huertos semilleros no
emparentados entre si.

En C. alliodora a partir de la combinacion de 12
microsatélites se obtiene un 100% de los indivi-
duos con un genotipo Unico. Asi pues, con los 20
microsatélites descritos en este articulo se entrega
una herramienta de identificacion clonal y protec-
cion varietal para C. alliodora.

De las 20 secuencias SSR de C. alliodora eva-
luadas, 7 fueron secuencias de tri-nucledtidos, una
pertenece a un microsatélite imperfecto (CaD103),
las 12 secuencias restantes fueron microsatélites
dinucledtidos, todos mostraron ser informativos
y polimorficos.

El analisis de varianza molecular permitié distin-
guir el gran aporte de los individuos a la variabi-
lidad, superando los aportes que hacen las pobla-
ciones sobre la misma. Es preciso entonces que,
aunque el programa de mejoramiento demande la
seleccion de materiales se procure la conservacion
de materiales en campo y semillas de aquellos que
no se seleccionen, esto con el fin de evitar la pérdi-
da de genes y alelos que podrian ser de importancia
adaptativa de la especie.

Las caracterizaciones genéticas serviran en un fu-
turo para direccionar polinizaciones controladas
entre individuos con caracteristicas morfologicas
adecuadas y de similitudes genéticas bajas.
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