Caracterizacion molecular de introducciones colombianas de caia flecha utilizando
la técnica AFLP
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RESUMEN

La fibra de la caiia flecha Gynerium sagittatum (Aubl.) se utiliza como materia prima para fabricar el “sombrero vueltiao”, sombrero tipico de la costa
caribeiia colombiana. Se realizé la caracterizacién molecular con AFLP para estimar variabilidad genética teniendo en cuenta criterios geograficos
y morfoldgicos de 25 introducciones colombianas del banco de germoplasma de la Universidad de Cordoba. El anilisis de correspondencia miltiple
discriminé las introducciones en cuatro grupos, donde se identificaron caracteristicas de importancia artesanal (comercial) y atributos agronémicos.
Se observo escasa correlacion entre distancia geografica y diferenciacién genética, lo cual indico flujos antrépicos por la reproduccién asexual del
material.
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ABSTRACT

Wild cane (Gynerium sagittatum Aubl.) fiber is used as raw material for to make ‘‘hat vueltiao”. A molecular characterization using AFLP was carriet
out to estimate genetic variability of 25 accessions planted at the University of Cordoba, associated with geographical and morphological traits.
Multiple discrimination correspondence analyses of introductions separated four groups, based on craft handling and agronomic attributes desirable.
There was little correlation between geographic distance and genetic differentiation, indicating an anthropic flows by asexual reproduction.

Key words: Gynerium sagittatum (Aubl.); genetic variability; geographical distance.

de Cérdoba mostrd poca variacién en caracteres alta-
mente heredables y ademds puede ser dificil de medir
la expresion de las caracteristicas sujetas a variacion
ambiental (Aramendiz et al., 2005).

Como estas limitaciones se pueden superar anali-
zando el polimorfismo del ADN (Karpa et. al., 1997) la
investigacion busc6 determinar la variabilidad genética
de la coleccién de cafia flecha de la Universidad de
Cérdoba mediante la caracterizacién molecular con
marcadores AFLP.

INTRODUCCION

La fibra de cafia flecha Gynerium sagittatum
(Aubl.), materia prima para la elaboracion de artesanias
como el sombrero “vueltiao” (Zorro y Prieto, 1999), es
nativa del oeste de la India y se distribuye desde el sur
de México hasta Paraguay. En Colombia se distribuye
en gran parte de la geografia y se localiza espontdnea-
mente a lo largo de riberas de los rios y zonas de altas
precipitaciones (Araméndiz et al., 2005). La accién
antrépica indiscriminada, la ganaderia y la agricultura
estdn conduciendo a la destruccion del hébitat y a la

reduccion de la variabilidad genética. MATERIALES Y METODOS

La evaluacién morfo-agrondmica de la coleccién
de 25 introducciones de cafia flecha de la Universidad

La investigacion se realizé en el Instituto Alexan-
der von Humboldt CIAT utilizando 25 accesiones de
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cafla flecha cultivadas y silvestres, procedentes de
diferentes regiones de Colombia.

El tejido foliar sin nervadura central se macerd
con nitrégeno liquido y se almacené a -196°C. La ex-
traccion de ADN se realizé con base en el protocolo
QIAGEN-2004 modificado por Rivera et al. (2006)
determinando cantidad, concentracién y pureza. El
ADN se sometié a digestion previa con enzimas de
restriccion, adicionando posteriormente adaptadores
a los fragmentos generados. Mediante el uso de PCR
y de cebadores complementarios a la secuencia de los
adaptadores, se hizo una preamplificacion +1/+1 nucle6-
tidos adicionales. Después se amplificaron fragmentos
con seleccion de cebadores +3/+3 nucledtidos mediante
8 combinaciones de pares de cebadores que generaron
loci polimérficos (Vos et al., 1995). Los productos de
AFLP™ se separaron en geles de acrilamida al 6.0 %.
Las tinciones de las bandas se realizaron con nitrato
de plata y se revelaron en un rango de lectura entre 20
y 330 pb.

La presencia (1) o ausencia (0) de bandas especifi-
cas se transformaron en una matriz binaria. La matriz de
similaridad se calculd con el paquete estadistico GELS-
TATS y se construyé el dendrograma para agrupar las
diferentes variantes. La diversidad genética se estimd
con el indice de Dice adaptado para datos moleculares
por Nei y Li (1979).

El indice promedio de los valores de similitud,
por par de individuos se estimé mediante la ecuacion:
S;j=2a/ (2a+b+c); enla cual S;; es la similitud entre
los individuos i y j, @ el nimero de loci compartidos
por iy j, b el nimero de loci presentes en i pero au-
sentes en j, y ¢ el nimero de loci presentes en j pero
ausentes en i.

Las matrices y los dendrogramas de similitud se
calcularon con el programa NTSYS-PC, version 2.02i
mediante el método UPGMA y el agrupamiento SAHN
(Rohlf, 1998), respectivamente. Para el andlisis de los
datos de AFLP (Besse et al., 1998) se estudiaron las
relaciones entre individuos, mediante el analisis de co-
rrespondencia mdltiple (ACM) con toda la poblacidn,
para obtener una representacion grafica de la estructura
o relacion de parentesco de las introducciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Reaccion de Amplificacion de AFLP.

Lareaccion de amplificacion mostrd que la combi-
nacion de cebadores en los primeros cuatro tratamientos
presentd mayor polimorfismo (Tabla 1). Los cebadores
(E-ACC/M-CAG) y (E-ACA/M-CAT) presentaron
mayor porcentaje de polimorfismo y menor niimero de
loci totales. Parte de las combinaciones de cebadores
utilizados en cafia flecha se tomaron de trabajos recien-
tes en cafia de azicar por ser esta especie muy cercana
al género Gynerium (Selvi et al., 2005).

Discriminacion de introducciones de cafa flecha

Con las cuatro combinaciones se obtuvieron 223
loci que variaron desde 43 (E-ACC/M-CAG) hasta 72
(E-ACA/M-CTA), en promedio 55,75 por cebador y
75 fueron polimérficos (Tabla 1). La combinacién E-
ACC/M-CAG (Figura 1) mostré mayor porcentaje de
polimorfismo; 17 de los 43 loci fueron polimdrficos.
Con la combinacién E-ACA/M-CAT se obtuvieron
38. 46% de los fragmentos de ADN amplificados y 20
de los 52 loci mostraron polimorfismo.

Con las combinaciones E-ACA/M-CTA y E-
ACT/M-CAA se obtuvieron polimorfismos de 31.94% y

Tabla 1. Grado del polimorfismo detectado en introducciones de cafia flecha con diversas combinaciones de

cebadores AFLP.

Numero de loci
Polimorfismo ¥

Tratamiento Combinacion de cebadores

Total Polimérfico Monomérfico (%)
1 E-ACC/M-CAG 43 17 26 39.53
2 E-ACA/M-CAT 52 20 32 38.46
3 E-ACA/M-CTA 72 23 49 31.94
4 E-ACT/M-CAA 56 15 41 25.80
Total 223 75 148 33.63 §
Promedio 55.75 18.75 37

¥ Determinado basado en el nimero de loci polimérficos fuera del nimero total de loci amplificadas por una combinacién de cebado-

res a través de todas las variedades.
§ Polimorfismo promedio.
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Figura 1. Marcador molecular AFLP de la combinacién de cebadores
E-ACC/M-CAG de introducciones de caiia flecha, corrido en gel de
poliacrilamida al 6% teiiido con plata.

25.80% (Tabla 1). Cada combinacién presentd perfiles
diferentes de loci en la poblacién de introducciones,
sugiriendo que con ellas se logré el andlisis adecuado
del genoma e identificar la variabilidad genética de la
especie.

Analisis de Correspondencia Muilti-
ple (ACM)

Al unir las matrices de las cuatro
combinaciones de cebadores en el ACM
bidimensional los individuos tendieron
a distribuirse en cuatro grupos (Figura
2), similar a la reportada por Araméndiz
et al. (2005).

El segundo (1, 13, 20b, 23, 5, 14,
22,2,6,8,16y 15) y el cuarto grupo
(24) presentaron fibra de textura suave,
pubescencia escasa de la vaina verde
y pared gruesa del tallo, asi mismo se

Figura 2. Representacién tridimensional de los
ejes principales de variacion 1y 2 en el analisis
de correspondencia miiltiple de acuerdo con los
resultados de AFLP, en las introducciones de
caiia flecha.

asociaron con el drea util de la nervadura inferior y
didmetro delgado del tallo. Estas introducciones, que
reciben el nombre de “criollas”, fueron recolectadas
en los municipios de San Andrés de Sotavento, Saha-
gtin, Ciénaga de Oro y Montelibano (departamento de
Coérdoba).

Los individuos de los grupos 1y 3, equivalentes al
segundo grupo reportado por Araméndiz et al, (2005),
se caracterizaron por textura gruesa, abundante pubes-
cencia en la base de la hoja y vaina, pared delgada del
tallo, didmetro del tallo delgado a ligeramente grueso,
drea til de la nervadura inferior intermedia y dngulo
agudo de la hoja. La mayoria de las introducciones
provienen de Tierralta y San Andrés de Sotavento (Cor-
doba); Caucasia (Antioquia) y Chinchind (Caldas), y se
denominan cafia flecha, cafia brava y martinera, por la
textura dspera no apta para elaborar artesanias finas.

Mediante el coeficiente UPGMA (Método de agru-
pamiento por pares, utilizando el promedio aritmético
no ponderado) se formaron cuatro grupos. De acuerdo
con la evidencia, la agrupacién de las introducciones
de cafia flecha se puede deber a la constitucion genética
y no a condiciones ambientales o geograficas. Con los
datos de pasaporte no se pudo establecer correlacion
entre grupos de introducciones y sitios de colecta. Los
agrupamientos parecen obedecer a similitudes de tipo
genético como textura de fibra, pubescencias vainas,
color de vaina y grosor de la pared del tallo.
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Figura 3. Dendrograma para 25 introducciones de cafia flecha a partir de indices de similaridad y
utilizando datos de cuatro combinaciones de cebadores polimoérficas.

El andlisis de conglomerados (SAHN) detect6 alta
variabilidad genotipica entre las introducciones recolec-
tadas. De acuerdo con el dendrograma se conformaron
cuatro grupos genéticos segtin las caracteristicas morfoa-
grondmicas (Figura 3). Los genotipos de cafa flecha son
producto de la seleccion por parte de los productores, y
los criterios de seleccion se relacionan con formas cultu-
rales generalizadas para comunidades especificas.

CONCLUSIONES

La variacién molecular en cafia flecha, detectada
por medio de la técnica AFLP, mostré cuatro grupos
diferenciados por caracteristicas artesanales y atributos
deseables como textura de fibra, grosor del tallo y drea
util de la nervadura inferior.

El grado de diferenciacion genética entre las in-
troducciones de G. sagittatum fue alto.

Existi6 poca correlacion entre distancia geografica
y nivel de diferenciacién genética.
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