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ARTICULO DE INVESTIGACION

Caracterizacion molecular con microsatélites amplificados al azar
(RAMs) de Inchi (Caryodendron orinocense K.)

Molecular characterization with random amplified microsatellites
(RAMs) of Inchi (Caryodendron orinocense K.)

Ana Cruz Morillo-Coronado®, Liseth Gémez-Beltrdn™", Ivdn A. Avila-Morales™ ",

KR KK

Ernesto Andrade” """, Yacenia Morillo-Coronado

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n1.50709

Resumen

El Inchi o Cacay (Caryodendron orinocense Karsten) es una de las especies mas promisorias de la Amazonia y la Orino-
quia colombiana. El principal producto del Cacay son sus almendras, de las que se extrae un aceite con aplicaciones
cosméticas, fitoterapéuticas y alimenticias, ademas presenta un alto contenido de antioxidantes como los Omega 3, 6y 9
y Vitaminas como la Ay E. No existen estudios sobre la caracterizacion molecular de este recurso fitogenético, por lo cual
el objetivo de esta investigacion fue caracterizar la diversidad genética usando marcadores Microsatélites Amplificados al
Azar (RAMs). El andlisis de similitud al 0.50 formo cuatro grupos de acuerdo al sitio geogréfico, siendo los materiales proce-
dentes de Putumayo, Cacayal 19, Pauna y Castilla los de menor similitud. Los valores de heterocigosidad estimada fueron
de 0.16 y 0.28 para los cebadores CGA y GT, respectivamente. El porcentaje de loci polimérfico varié entre 55% para el
cebador CGA y el 90% para el GT. El valor de Fst promedio para los 27 materiales estudiados fue de 0.35, mostrando que
la dindmica espacio-temporal de los materiales de Caryodendron tienden hacia una diferenciacion genética, propio de sus
procesos evolutivos e incidencia de la domesticacion.

Palabras clave: cacay, marcadores moleculares, diversidad genética, flujo genético, domesticacién.

Abstract

The Inchi or Cacay (Caryodendron orinocense Karsten) is one of the most promising species of the Amazon and Orinoco
Colombian. The main product of Cacay are its almonds, from extracted oil cosmetic, phytotherapeutic and food applica-
tions, also has a high content of antioxidants such as Omega 3, 6 and 9 and vitamins like A and E. There are no studies on
the molecular characterization of this plant genetic resource; therefore the objective of this research was to characterize the
genetic diversity using Random Amplified Microsatellite markers (RAMs). The similarity analysis to 0.50 formed four groups
according to geographical location, being materials from Putumayo, Cacayal 19, Pauna and Castilla lowest similarity. Esti-
mated heterozygosity values were 0.16 and 0.28 for the primers CGA and GT, respectively. The percentage of polymorphic
loci ranged from 55% for the primer CGA and 90% for the GT. The average Fst value for the 27 materials studied was 0.35,
showing the space-temporal dynamics of materials Caryodendron tend toward genetic differentiation, due to their own
evolutionary processes and domestication incidence.

Key words: cacay, molecular markers, genetic diversity, genetic flow, domestication.
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Introduccién

El Inchi (Caryodendron orinocense K.), pertenece a la
familia Euphorbiaceae, de la cual hacen parte alrede-
dor de 60 géneros y cerca de 529 especies, siendo
una de las familias mas grandes y diversas dentro de
las plantas con flores (USDA, 2014). Es conocido en
diferentes partes del mundo como Metohuayo (Pert);
inchi, cacay, tacay (Colombia); cacay, hambi, mani de
arbol (Ecuador); palo de nuez, nuez de Barquisimeto
(Venezuela), Castanha do porco (Brasil). Es una espe-
cie originaria de la Amazonia occidental, y se encuen-
tra ampliamente distribuida en la cuenca amazédnica
en Colombia, Ecuador, Perd y Venezuela (Martinez,
1996). El cacay es un arbol que alcanza entre 15y 20
m de altura, es una especie rustica, de gran adaptabili-
dad a suelos acidos con altos contenidos de aluminio,
ademas se considera una de las especies mas promiso-
rias de la region Amazédnica y la Orinoquia colombia-
na (Jaramillo y Jaramillo, 2010).

La produccién promedio de arbol adulto es de 250
Kg/aho, lo que representa un ingreso familiar de
$200.000/afo (Diaz y Avila, 2002). El Inchi ademas
del uso que tiene su tronco como madera, el cuesco
como combustible y la nuez en alimento, su utilizacion
mas importante es la producciéon de aceite a partir
de la semilla, convirtiéndose en una excelente plan-
ta oleaginosa, compitiendo muy ventajosamente con
otras como la palma africana el cual es usado tanto
para consumo (Omega 3, 6 y 9) como para la elabo-
raciéon de cosméticos y productos farmacéuticos (Ba-
rrio, 2005; Jiménez y Bernal, 2002). El gran potencial
del inchi estd dado no sélo por la calidad de su aceite
sino por la torta, producto restante de la extraccion de
las semillas, la cual puede utilizarse en la alimentacién
animal, ya que contiene alto porcentaje de proteina
(43-46%) y minerales como el calcio y el fésforo (Ta-
mayo, 1963).

En cacay, existen pocos estudios acerca de su caracte-
rizacion morfoagronémica, sélo se reporta los realiza-
dos por el Sinchi por Avila y Cardenas (2000), quienes
evaluaron el germoplasma de cinco especies ama-
zo6nicas; igualmente se encuentran algunos estudios
preliminares realizados por Corpoica ain no publica-
dos. Teniendo en cuenta que el conocimiento de la
diversidad genética es necesario para la conservacion
y el mejoramiento genético de la especie, no se tienen
estudios de caracterizacién genética o molecular ni
siquiera en especies a fines como Caryodendron ama-
zonicum Ducke, Caryodendron angustifolium Stanley
y Caryodendron grandifolium. Dentro de la familia Fu-
phorbiaceae encontramos a el pifidn (Jatropha curcas
L.) y Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) como especies
productoras también de aceites de alta calidad, y en
las cuales se han desarrollado investigaciones enca-
minadas a la identificacion genética de los materiales
(Basha et al, 2007; Ganesh et al, 2008; Basha et al.,
2009; Jubera et al,, 2009; Pamidimarri et al, 2009 a y

b; Subramanyam et al., 2009; Cai et al., 2010; lkbal et
al, 2010; Vargas 2011; Corazon et al, 2009; Rodri-
guez etal, 2010).

Los marcadores moleculares conocidos como los
RAMs también conocidos como ISSR (Intersimple Se-
quence Repeat) son dtiles para medir la diversidad ge-
nética en plantas y animales, diferencia entre familias,
entre especies y al interior de la especie (Muhoz et
al., 2008), muestran la base misma de la variacion de
los individuos, permiten seleccionar regiones concre-
tas dentro de la molécula de ADN para estudios de-
terminados, el nimero de polimorfismos detectables
es tedricamente ilimitado y permiten analizar tanto la
informacion que se expresa como la que no lo hace
(Mahuku et al., 2002; Morillo, 2005). Esta metodologia
es factible para pequefos laboratorios en términos de
equipos y facilidades de costo, no requiere el cono-
cimiento previo de secuencias, no requiere el uso de
isétopos radioactivos. Los marcadores obtenidos por
los RAMs se pueden usar para estudios de poblacio-
nes (Hantula et al., 1997).

El objetivo de este trabajo de investigacion fue ca-
racterizar la diversidad genética de Cacay (Caryoden-
dron orinocense K.) usando marcadores Microsatélites
RAMs para en un futuro poder proponer estrategias de
conservacion y mejoramiento genético de la especie.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se colectaron hojas jovenes de 29 arboles entre ma-
chos y hembras de Inchi (Caryodendron orinocense K.)
procedentes del departamento del Meta, en los muni-
cipios de San Juan de Arama, Lejanias, Cubarral, Gua-
mal, El Castillo, Restrepo y algunos materiales fueron
proporcionados por el vivero KAHAI S.A.S (tabla 1). Se
incluyé una mayor cantidad de plantas con érganos
sexuales femeninos o hermafroditas que aseguren una
alta produccion de frutos, asi como también de buenas
caracteristicas agronémicas y de adaptabilidad.

En la figura 1 se observa la distribucion espacial de los
arboles de Caryodendron orinocense que se utilizaron
en este estudio.

Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular de Inchi se llevé a cabo
en los laboratorios de biotecnologia vegetal y repro-
ducciéon y genética animal de la Universidad de los
Llanos, localizada en Villavicencio, Meta, Colombia; a
una altura de 467 msnm y temperatura promedio de
26°C. Para la extraccion del ADN se utilizo el protoco-
lo de Dellaporta (1983).

El ADN gendomico de las muestras totales se visualizo
en geles de agarosa al 0.8%, tefidos con bromuro de
etidio en una cdmara Maxicell Primo EC-340 Electrofo-
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Tabla 1. Accesiones de Caryodendron orinocense utilizadas para la caracterizacién molecular con microsatélites RAMs.

E:':r::a Colecta Departamento | Ubicacion Georeferenciada Descripcion

1 San Juan de Arama /Alto Curia Meta 03°23795"N 73°577°434"0 Arbol nativo hembra (17 afios)

2 San Juan de Arama /Alto Curia Meta 03°23795"N 73°577°434"0 Arbol nativo macho (17 afos)

3 Lejanias/Cacayal Meta 03°28°458”N 73°54°209"0 Arbol hembra (20-30 afios)

4 Lejanias/Cacayal Meta 03°28°458”N 73°54°209"0 Arbol Macho (20-30 afos)

5 Lejanias/Buenos Aires Meta 03°27°93”N 73°54°396”0O Arbol Macho (63 afios)

6 Lejanias/Buenos Aires Meta 03°27793"N 73°547396"0 Arbol Hembra (63 afios)

7 Cubarral/Km 1via al Dorado Meta 03°47°56”N 73°50°795”0O '(Ilgsaf%ir;bras altamente productivas

8 Guamal/La Paz Meta 03°49°886"N 73°45°267"0 Una hembra (aprox. 30 anos)

9 Guamal /Pio XII Meta 03°49°886”N 73°45°267"0 Un macho (20 anos)

10 Guamal /Pio XII Meta 03°53°59”N 73°47°309"0 Una hembra (aprox. 70 anos)

11 Castillo/Santa Cruz Meta 03°337459”N 73°45'637"0O Una hembra (aprox. 15 anos)

12 Acacias/Santa Teresita Meta 03°597130”N 73°42'458"0O Una hembra (aprox.30 afnos)

13 Montelibano/Acacias Meta 03°597253"N 73°48°486"0 Seleccién Arboles Hembra*

14 Lejanfas/Cacayal Meta 03°28°454"N 73°54'208"0O Seleccién Arboles Hembra*

16 Morelia Caqueta 01°26'43.66”N 75°41'153"0 | Seleccién Arboles Hembra*

17 Mocoa Putumayo 01°5’6.37"N 076°39'24.35"0 | Seleccién Arboles Hembra*

18 Castilla la Nueva/Betania Meta 03°52.967”N 073°42'358"0O Seleccién Arboles Hembra*

19 Lejanfas/Cacayal Meta 03°28'486” 073°84'202"0O Seleccién Arboles Hembra*

20 Santa Teresita/Acacias Meta 03°597130”N 73°42'458"0O Seleccién Arboles Hembra*

21 Castillo/Santa Cruz Meta 03°337459”"N 073°45°637"0 | Seleccién Arboles Hembra*

22 Pelayo Topo Grande/Pauna Boyaca 05°39'15.81”"N 074°1"17.60”0O | Seleccion Arboles*

23 Puerto Rico Meta 02°58'9.48”N 073°11'48.79”0 | Seleccién Arboles Hembra*

24 San José del Guaviare S?J:\/Siiriel 02°34’1.10”N 072°38’32.31”70 | Seleccion Arboles Hembra*

25 Hermafrodita Meta 47(3)2‘7687%%%?7(;2 Corpoica La Libertad

26 Hembra Corpoica | Meta 472547687%%%?761 Corpoica La Libertad

27 Hembra Corpoica Il Meta 472547687%%%49]76:2 Corpoica La Libertad

28 Hembra Unillanos Meta 4°4'30"N 73°35'7"0 Universidad de los Llanos

29 Hembra Unillanos I Meta 4°4'30"N 73°35'7"0 Universidad de los Llanos
*KAHAI SAS
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Figura 1. Posicionamiento geografico de 29 genotipos de Inchi utilizados para la caracterizacién molecular.

resis Gel System. Para determinar la concentracion de
ADN de cada genotipo se hizo una curva de dilucion
con ADN del bacteriéfago Lambda de concentracion
inicial 20 ng/ul y se llevé a concentraciones finales de
20, 40, 60, 80 y 100 ng/ul. El ADN cuantificado se di-
luy6 en agua tipo HPLC a un volumen total de 100 pl a
10 ng/ul y se almacené a -20 °C.

Para el andlisis RAMs se utilizaron siete cebadores sin-
tetizados por Technologies Inc. (tabla 2). Para la reac-
cion de amplificacion con RAMs se prepar6 el coctel
en un tubo estéril de microcentrifuga (1.5 ml) para un
volumen final de 25 pl. La mezcla de reaccion se pre-
paré con buffer 1X, MgCl, 1.5 mM, DNTPs 0.2 mM,
Taq Polimerasa 1U, cebador 2 uM y ADN gendémico
10ng.

Tabla 2. Cebadores utilizados en la técnica microsatélites
RAMs.

Cebador Secuencia (5°a3")
CCA DDB(CCA)5
CGA DHB(CGA)5

GT VHV(GT)5G
AG HBH(AG)7A
cT DYD(CT)7C
TG HVH(TG)7T
CA DBDA(CA)7

La amplificacién se llevd a cabo en un termociclador
PTC 100 Programmable Termal Controller (MJ. Re-
search, Inc). La desnaturalizacion inicial fue a 95°C
durante 5 min; desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, hi-
bridacion a una temperatura de 50 °C (cebadores AG y
CA), 55 °C (cebadores CCA-TG-CT) y 58 °C (cebadores
GT-CGA) durante 45 seg, una extension final de 72
°C por 2 min, 37 ciclos desde la desnaturalizacién a
extension y por dltimo una extension a 72 °C durante
7 min. Los productos fueron separados por electrofo-
resis en geles de agarosa al 1.2 % corridos a 90 voltios
durante 3 h visualizdndose en un transiluminador de
luz ultravioleta.

Andlisis estadistico

Se generé una matriz binaria de ausencia (cero) y pre-
sencia (uno). La similitud genética entre los individuos
se calculé utilizando el coeficiente de similitud de Nei
y Li (1979). El andlisis cluster se realizé por el método
UPGMA vy se generd un dendrograma utilizando el pa-
quete estadistico NTSYS (Numerical Taxonomy System
for personal Computer, version 2.02 PC). Para evaluar la
diversidad genética se estimé la heterocigosidad inses-
gada y el porcentaje de loci polimérficos utilizando el
paquete estadistico TFPGA (Tools For Population Genetic
Analyses, version 1.3, 1997). Se determiné el f estadistico
insesgado con un intervalo de confianza del 95 %.

Resultados y discusién

De los 29 genotipos de Inchi colectados, dos fueron
descartados ya que no se pudo obtener ADN. Los sie-
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te cebadores RAMs utilizados para la caracterizacion
molecular de 27 genotipos generaron un total de 85
bandas las cuales contribuyeron en un 90% a la discri-
minacion de los materiales. El nimero de bandas por
iniciador varié de 10 para el cebador CA y 20 para el
cebador CGA, con pesos moleculares oscilaron entre
260y 1500 Kb (tabla 3).

Tabla 3. Cebadores utilizados para la caracterizacién
molecular de Caryodendron orinocense K, nimero de bandas
totales y polimérficas.

Cebador No. de bandas No. -de ‘ba.ndas
totales polimorficas
CGA 20 11
TG 13 8
GT 18 16
CCA 13 8
CT 11 9
CA 10 9

Cuando se compara el ndmero de loci polimoérficos
(62) encontrados en este estudio con otros trabajos

sobre diversidad genética en especies de la familia Fu-
phorbiaceae, como los realizados por Vargas (2011)
(73 bandas polimdrficas), Basha y Sujatha (2007) (116
bandas polimorficas) y Souza et al, 2009 (27 poli-
morficas) en Jatropha curcas L, el nimero de bandas
encontrado luce adecuado para la estimacién de los
parametros genéticos en Inchi. El cebador GT fue el
que mayor aporte hizo a la variacion genética obser-
vada, lo que significa que puede ser util para evaluar
la diversidad genética en materiales de Caryodendron.

El andlisis mediante el coeficiente de Nei-Li, a un nivel
de similaridad de 0.50, dividi6 la poblacion en 4 gru-
pos (A, B, C, D) (figura 2).

Los grupos A 'y B que incluyen los materiales de Putu-
mayo, Castilla, Pauna y Cacayal 19 son los que presen-
tan el menor valor de similaridad (0.50) con respecto
de los demas grupos formados, esto se puede eviden-
ciar en las caracteristicas propias de estos materiales
tales como tamano del fruto, color del fruto, tamano
de la hoja, tamano y color de la nuez segtin observa-
ciones realizadas por la empresa KAHAI S.A.S

Como puede observarse el grupo D redne el mayor
ndmero de los materiales que fueron colectados en
el departamento del Meta junto con los materiales de
Guaviare y Caquetd, y presenta un indice de simila-
ridad superior a 0.70, lo que permite evidenciar una

Figura 2. Dendrograma de la estructura genética de 27 individuos de Caryodendron orinocence K, basado en el Coeficiente de
Similaridad de Nei-Li, y calculado de los datos combinados de los siete cebadores Microsatélites RAMs, con el método de clasifi-
cacién UPGMA, usando los programas SAHN y TREE de NTSYS-pc Versién 1.8.
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baja variabilidad genética entre los individuos, la cual
puede deberse al flujo genético, al transporte de ma-
terial vegetal y al origen uniparental (FAO, 2002). Los
materiales de Pio Xll identificados con los nimeros 9 y
10, y Santa Teresita que conformaron el grupo C pre-
sentan caracteristicas similares en cuanto a su compo-
sicion genética y morfologica, esto puede explicarse
por su cercania geografica, ya que Guamal y Acacias
son municipios con una distancia menor a los 20 km.

En términos generales, el andlisis molecular agrupo a
los materiales de Caryodendron orinocense de acuerdo
a su distribucion geografica, evidenciando que los ma-
teriales procedentes de Putumayo y Boyaca (Pauna)
presentan menos similaridad genética con el resto de
los materiales evaluados, en tanto que los materiales
de Guaviare y Caqueta se agruparon con los materia-
les del departamento del Meta. Esto puede explicarse
al transporte de material vegetal entre estos dos depar-
tamentos y la polinizacion cruzada (flujo génico) entre
plantas de un mismo origen geogréfico.

Los valores de heterocigosidad estimada estuvieron en
un rango comprendido entre 0.16 y 0.28 para los ce-
badores CGA y CT, respectivamente. El porcentaje de
loci polimérfico varié entre 55% para el cebador CGA
y el 90% para el CT (tabla 4).

Tabla 4. Heterocigosidad estimada y porcentaje de loci
polimérficos de cada uno de los cebadores utilizados para
la caracterizacién de la diversidad genética en Caryodendron
orinocense.

Ne He % Loci

Cebador Lodi Estimado Polimorficos
(95%)
CGA 20 0.16 55.00
CCA 13 0.22 61.54
CT 11 0.28 90.00
CA 10 0.26 81.82
TG 13 0.22 69.23
GT 18 0.24 88.89
Poblacién | . 0.2259 72.94

Total

Estudios realizados por Vargas (2011) en la identi-
ficacion de la diversidad genética en Jatropha usan-
do diez marcadores ISSR encontré un porcentaje de
polimorfismo promedio de 34%, el cual es similar al
observado en otros trabajos en Jatropha como los rea-
lizados por Basha y Sujetha (2007) quienes evaluaron
42 accesiones con marcadores RAPD e ISSR encon-
trando un 42% de polimorfismo y una moderada di-
versidad genética; Reddy et al. (2007) utilizando RAPD

y AFLPs en 23 materiales obtuvieron un 15y 9% de
polimorfismo respectivamente, concluyendo que la di-
versidad genética es baja coincidiendo con las investi-
gaciones realizadas por Sun et al. (2008). Sin embargo;
otros estudios muestran la existencia de moderada a
alta diversidad genética en Jatropha con porcentajes
de polimorfismos que van desde 35 al 98% (Ganesh
et al, 2008; Gupta et al, 2008; Pamidiamarri et al.,
2009a; Senthil Kumar et al,, 2009; Basha et al.,, 2009;
Singh et al, 2010; Tatikonda et al., 2009; Cai et al,
2010). Estudios realizados por Corazon-Guivin (2009),
en la caracterizacion genética de accesiones Sanmarti-
nenses del banco nacional de germoplasma de Sacha
Inchi (Plukenetia volubilis L), muestran un porcentaje
de loci polimérficos de 60.87%, por lo que los resulta-
dos de esta investigacion se encuentran dentro de los
resultados obtenidos en los estudios realizados en la
familia de las Fuphorbiaceaes.

El valor de Fst promedio para los 27 materiales estu-
diados fue de 0.35, con una desviacion estandar de
0.07, segin Wright (1978) valores por encima de 0.25
muestran diferenciacion genética. El Fst encontrado en
este estudio es un parametro importante puesto que
ayuda a entender la dindmica espacio-temporal de los
materiales de Caryodendron, asi como la estructura de
cruzamientos entre ellos. Para efectos comparativos,
Nason (2002) plantea que en concordancia con la alta
tasa de exogamia y la dispersion de polen a largas dis-
tancias que parecen caracterizar las poblaciones de ar-
boles neotropicales, dichas poblaciones presentan una
diversidad relativamente alta y un grado de diferencia-
cion genética relativamente bajo, ain en poblaciones
que se encuentran a kildbmetros de distancia.

Sin embargo; en la especie estudiada a pesar de ser
alégama, presenta un alto grado de polinizacién entre
individuos emparentados lo que resulta en una diversi-
dad genética baja y un indice de diferenciacion gené-
tica (Fst) alto. En el género Plukenetia (Euphorbiaceae)
Rodriguez et al., (2010) realiz6 estudios de diferencia-
cién morfolégica y molecular usando marcadores ISSR,
encontrando valores de Fst entre 0.89 y 0.98, con
lo cual se evidencié un alto grado de diferenciacion
entre las accesiones estudiadas. Sin embargo, es im-
portante tener en cuenta que para estudiar la genética
de poblaciones y su grado de estructuracion, es indis-
pensable tener poblaciones estructuradas y con un su-
ficiente nimero de individuos y realizar evaluaciones
en el tiempo que permitan sacar conclusiones del flujo
genético y la dinamica poblacional.

El mayor grado de polimorfismo e informacién ge-
nética aportados por la técnica RAMs puede ser
complementado con informaciéon proveniente de la
caracterizacion morfoldgica y bioquimica, y asi poder
elucidar en una forma mas clara las intrincadas relacio-
nes e interacciones que se presentan en la mayoria de
los materiales y evaluar la diversidad intraespecifica de
ellos en una escala mucho mas fina.
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Conclusiones

Los marcadores RAMs permitieron determinar la varia-
cién genética existente en los materiales de Caryoden-
dron orinocense evaluados agrupandolos de acuerdo
al sito geogréfico donde fueron colectados.

Se determind que existe poca variabilidad genética
debido a los procesos de reproduccién uniparental,
sin embargo estos materiales presentan diferenciacion
genética dado por los procesos de domesticacion
y evolucién a la que estan sometidos los materiales
constantemente.
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