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Diversidad genética de Moringa oleifera Lam. en el
nororiente colombiano utilizando marcadores RAMs

Genetic diversity of Moringa oleifera Lam. in the northeast
of Colombia using RAMs markers
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RESUMEN

Moringa oleifera Lam., también conocida como Moringa pterygosperma Gaertn., es un arbol enddgeno de la re-
gién del Himalaya, de crecimiento rapido que puede alcanzar los 12 m de alto. Moringa es empleado como ali-
mento o como medicina, reconocido por sus compuestos bioactivos. En Colombia, moringa se ha promovido
principalmente por sus propiedades medicinales. Sin embargo, a pesar de la importancia de este recurso fitoge-
nético, no existen estudios de su variabilidad genética en el pafs. En esta investigacién, empleando marcadores
moleculares microsatélites amplificados al azar (RAMs), se analizaron 45 accesiones de moringa procedentes
de 4 departamentos del Nor Oriente de Colombia. Los coeficientes de Dice y Nei-Li a un nivel de similitud de
0,75 diferenciaron la poblacién en 4 grupos genéticos. La heterocigocidad estimada fue de 0,13 para el cebador
CT y de 0,29 para los cebadores CGA y GT. El porcentaje de loci polimérfico oscil6 entre 31 y 100% para los
cebadores CT y CA, respectivamente. Por la agrupacién UPGMA, se identificé que las accesiones de Villa del
Rosario en Norte de Santander estdn genéticamente aislados. Se encontré que la diversidad genética de las ac-
cesiones de Moringa estudiadas es baja. El conocimiento de la variabilidad genética de moringa en las regiones
de estudio, proporciona un nuevo aporte a los cultivadores colombianos que puede ser empleado en futuros
programas de mejoramiento.
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ABSTRACT

Moringa oleifera Lam., also known as Moringa pterygosperma Gaertn., is a fast growing tree, indigenous to Himalaya
that has been used as food or as medicine, recognized for its bioactive compounds. In Colombia, moringa has been
promoted primarily because of its medicinal properties. However, despite the importance of this phytogenetic
resource, there are no studies on its genetic variability. In this study, we analyzed 45 accessions of moringa from
four departments in the northeast of Colombia. The DICE and Nei-Li coefficients, at a level of similarity of 0.75,
differentiated the population into four genetic groups. The expected heterozygosity was 0.13 for the oligo CT and
0.29 for the oligos CGA and GT. The percentage of polymorphic loci ranged from 31 to 100% for the primers CT
and CA, respectively. With the UPGMA grouping, we revealed that the Moringa accessions from Villa del Rosario in
Norte de Santander are genetically isolated. The genetic diversity of the studied Moringa accessions was low. This
knowledge on the genetic variability of moringa provides a new contribution to Colombian growers that can be

used in future breeding programs.

Additional key words: germoplasm, polymorphism, genetic resources, plant breeding.
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INTRODUCCION

Moringa oleifera L. (Familia: Moringaceae) es una plan-
ta angiosperma perenne nativa de la regién del Hima-
laya (Norte de la India y Nepal) (Leone ez al., 2015),
cultivada en los paises tropicales y subtropicales del
mundo incluido Colombia, con sistema de reproduc-
cién alégamo (Krieg er al., 2017). También conocida
como Moringa pterygosperma Gaertn., incluye otras
doce especies; sin embargo, solamente M. oleifera ha
sido objeto de investigacién aplicada o mejoramien-
to (Olson, 2002). M. oleifera es una planta comesti-
ble, con una variedad de propiedades nutricionales
y medicinales atribuidos al contenido de minerales,
vitaminas, aminodcidos y compuestos con actividad
antioxidante (Mbikay, 2012).

En Colombia, el empleo de semillas de moringa o dife-
rentes partes de la planta se ha promovido principal-
mente por sus propiedades medicinales. La literatura
cientifica reporta que esta planta tiene efectos bené-
ficos en el tratamiento de la hiperglicemia y dislipi-
demia (Mbikay, 2012). Asi mismo, se han realizado
estudios evaluando el potencial de Moringa por su
actividad antimicrobiana, anti inflamatoria, antioxi-
dante, prevencién del cdncer, entre otros (Al-Asmari
et al., 2015; Martin et al., 2013).

Tradicionalmente, la diversidad se evalda por la me-
dicién de la variacién en los rasgos fenotipicos tales
como el color de la flor, habitos de crecimiento o,

rasgos agronémicos cuantitativos como el potencial
de produccién, tolerancia al estrés, etc. los cuales son
de interés para los usuarios. Ese enfoque presenta
limitaciones como: la informacién genética propor-
cionada por caracteristicas morfoldgicas es limitada
y la expresién de los rasgos cuantitativos esté sujeta
a la influencia ambiental. Por otro lado, las técnicas
basadas en ADN introducidas en las tGltimas décadas
tienen el potencial de identificar los polimorfismos
representados por diferencias en las secuencias de
ADN.

La informacién de la variabilidad genética de plantas
silvestres y cultivadas es importante para la identifi-
cacién, conservacién y desarrollo del cultivar. Y los
marcadores de ADN son los mdés apropiados para
estudiar la diversidad entre un grupo de genotipos o
cultivares (Saini et al., 2013). Estos métodos se estan
empleando como estrategias complementarias a los
enfoques tradicionales para la medicién de la diver-
sidad genética.

Las principales ventajas del anélisis de variacién a
nivel de ADN por si mismo son: la exclusién de las
influencias ambientales, puede realizarse en cualquier
estado de crecimiento, empleando cualquier parte de
la planta y requiere pequefias cantidades de material
vegetal. Existen diferentes métodos moleculares para
la determinacién de la diversidad genética vegetal.
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Estos difieren con respecto a los requerimientos téc-
nicos, niveles de polimorfismos y reproducibilidad.
Los microsatélites amplificados al azar (RAMs por
sus siglas en inglés), son una técnica de marcadores
moleculares basada en la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa, que permite el estudio de la variabilidad
genética en diferentes especies vegetales, con la ven-
taja de ser de amplia distribucién en el genoma y de
bajo costo (Rasoulier al., 2015).

Ejemplos del empleo de marcadores microsatélites
pueden encontrase en la literatura cientifica (Aoki et
al.,2014; Jungmann et al., 2010; Kantartziet al., 2009;
Kuhn et al., 2008; Liu et al., 2003; Muller et al., 2009;
Nei y Li, 1979; Saddoud et al., 2007; Sanabria et al.,
2006; Suner al., 2011; Wu y Yang, 2010).

El conocimiento que se tiene de la variabilidad ge-
nética de moringa a nivel global en general es bajo
y se concentra en materiales del continente asiati-
co o del subcontinente Indio (Ganesan et al., 2014;
Jiang-Chong y Jing, 2010; Shahzad et al., 2013). En
Sur América existe un reporte de la variabilidad gené-
tica del banco de Germoplasma de Moringa en Bra-
sil (Cruz da Silva er al., 2012). En Colombia no se ha
reportado ningtn estudio de variabilidad genética en
M. oleifera.

Esta investigacién tuvo como objetivo principal ca-
racterizar molecularmente con el marcador RAM
arboles de M. oleifera en el nororiente de Colombia a
partir de 45 accesiones colectadas en los departamen-
tos de Magdalena, Norte de Santander, Santander y
Meta.

MATERIALES Y METODOS

En total se analizaron 45 muestras de M. oleifera:
nueve de Mompés, Magdalena, dos de las cuales
proceden del jardin boténico El Cuchubo, y las de-
mas corresponden a arboles que se encontraron en la
ciudad sembrados en huertas en casas de diferentes
barrios. Diez muestras se colectaron en Puerto Ledn,
Norte de Santander, estas muestras corresponden a
un cultivove comercial. Nueve muestras proceden del
departamento de Santander, siete son de diferentes
parcelas en la vereda Guamo Medio, del municipio de
Pie de Cuesta, y dos mds colectadas en el SENA y el
barrio San Alfonso en Bucaramanga. Trece muestras
adicionales se colectaron de diferentes lugares cerca-
nos a la ciudad de Cdcuta, Norte de Santander; cua-
tro se muestrearon en el vivero El Diamante, en la
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via Ctcuta-Pamplona, en la cabecera del municipio de
Pamplonita; cinco muestras en el Municipio de los Pa-
tios y cuatro en el municipio de Villa del Rosario, ba-
rrio Lagos de Palujan. Finalmente, en el departamento
del Meta se colectaron muestras en la Universidad de
los Llanos, vereda Barcelona, y en la finca La Bonanza,
en Guacavia (Fig. 1). En el caso de arboles fructifica-
dos, se colectaron adicionalmente vainas para compa-
rar su morfologfa.
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Figura 1. Lugares de muestreo de Moringa en 4 departamen-
tos del Nor Oriente de Colombia. Fuente: Google
Earth Pro V7.1.7.2606 del 20 de diciembre, 2016).
Localidades de muestreo con diferentes coordena-
das geograficas, Altura del ojo 1.461,18 km.

Extraccion de ADN

El tejido foliar de cada accesién de moringa, se lle-
v6 al Laboratorio de Investigacién PLANTAE, en la
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Universidad Francisco de Paula Santander, sede Col-
sag, en la Ciudad de Cdcuta, Norte de Santander.
Cada muestra fue triturada, utilizando nitrégeno li-
quido y la extraccién de ADN se realizé utilizando el
método del CTAB con algunas modificaciones (Cha-
ves-Bedoya y Nufez, 2007). La calidad y cantidad
del ADN se estimé mediante la visualizacién de la
muestra en gel de agarosa al 1,5% y cuantificacién en
un espectrofotémetro Genesys 10S (Thermo Scien-
tific, MA, USA) a longitudes de onda de 260 y 280
nm, respectivamente. El ADN se almacend a 80°C en
un ultracongelador Forma™ 88000 Series (Thermo
Scientific, MA, USA).

Amplificacién microsatélites

La reaccién de amplificacién de los RAMs se hizo a
una concentracién final de 25 ng uL! de ADN, em-
pleando los marcadores microsatélites CCA, CGA,
GT, AG y CT (Tab. 1) (Munoz et al., 2008). Se pre-
paré un coctel en un tubo estéril de microcentrifuga
(1,5 mL) en un volumen final de 25 uL. La mezcla de
reaccién se hizo con buffer 1X, MgCl, 1,5 mM, dN-
TPs 0,2 mM y Taq polimerasa 1 U, cebador 2 uM. La
desnaturalizacién inicial fue a 95°C durante 5 min;
desnaturalizacién a 95°C por 30 s, hibridacién a una
temperatura dependiendo del cebador durante 45 s,
extensién final de 72°C por 2 min, y 40 ciclos. La ve-
rificacién de los productos amplificados se hizo en
geles de agarosa al 1% y posteriormente teflidos con
bromuro de etidio.

Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion por mi-

crostelites amplificados al azar de M. oleifera.

Cebador Secuencia(5'a3”)

CCA DDB(CCAJ
CGA DHB(CGA),
oT VHV(GT),G
16 HVH(TG),T
AG HBH(AG),A
cT DYD(CT},C

Las siguientes designaciones se usan para los sitios degenerados: H (A6 T 6
C);B(G6TAC);VIGAAGC)yD(GAAQT).

Andlisis de datos

Para evaluar la diversidad genética, se estimé la hete-
rocigocidad esperada y el porcentaje de loci polimér-
ficos utilizando el paquete estadistica TFPGA (Tools
for population genetic analyses, versién 1.3, 1997).
El valor de ‘F’ estadistico insesgado se determiné con

un intervalo de confianza del 95%. Con los datos de
la amplificacién se generd una matriz binaria de au-
sencia (cero) y presencia (uno). La similitud genética
entre los individuos se calculé utilizando el coeficien-
te de similitud de Nei y Li (Nei y Li, 1979), también
conocido como DICE. El andlisis de conglomerados
se realizé empleando el algoritmo UPGMA y se ge-
neré un dendograma utilizando el paquete NTSYS
(Numerical taxonomy system for personal computer,
versién 2.02 PC).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diversidad genética

Los cebadores empleados para caracterizar genéti-
camente moringa generaron un ndmero variable de
bandas que oscilo entre 18 para el marcador TG y 29
para el marcador CT con un total de 140 bandas. El
cebador CA realizé un mayor aporte a la variacién ge-
nética observada, con un Fst de 0,77, lo que significa
que su empleo permite una mayor diferenciacién en-
tre los materiales de M. oleifera (Tab. 2).

Tabla 2. Diferenciacion poblacional y estadistico Fst para
45 accesiones de M. oleifera con 6 cebadores
RAMs evaluados.
Cebador No Loci Fst SD
CGA 28 0,20 0,05
CT 29 0,69 0,07
CCA 19 0,39 0,08
GT 23 0,22 0,06
TG 18 0,43 0,09
CA 23 0,77 0,06
Poblacién total 140 0,48 0,03

El porcentaje de loci polimérficos para los cebadores
evaluados estuvo en un rango comprendido entre
31% (CT) a 100% (CA) (Tab. 3), valores similares a
lo reportado para germoplasma de M. oleifera en el
continente asidtico (Rufai et al., 2013; Shamsuddeen
et al., 2013). Sin embargo, el porcentaje de loci po-
limérficos reportados en este estudio son mayores a
los reportados para accesiones de la India (Saini et al.,
2013).

Los valores de heterocigocidad para los cebadores
estuvo comprendida entre 0,13 (CT) y 0,29 (CGA y
GT). En promedio la heterocigocidad para todos los
materiales de moringa evaluados fue de 0,18 (Tab. 3).
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Tabla 3. Heterocigocidad estimada promedio (He) y porcen-
taje de loci polimorficos para 6 cebadores RAMs
evaluados en 45 accesiones de /M. oleifera.

Cebador He estimada sl &oslgz;érficos
CGA 0,29 85,7
CT 0,13 31,0
CCA 0,23 73,6
GT 0,29 82,6
TG 0,28 83,3
CA 0,28 100
Poblacion total 0,18 52

La diversidad genética de las accesiones de moringa
de las regiones de Colombia bajo estudio, es similar a
la encontrada en Taiwéan, Malasia (Rufai er al., 2013;
Shamsuddeen et al., 2013) y Brasil (Cruz da Silva et
al., 2012). Por otra parte, esta baja diversidad contras-
ta con lo reportado para accesiones procedentes de la
India y Myanmar, en las que se encontré valores de
heterocigocidad esperada de 0,36 y 0,76 (Jiang-Chong
y Jing, 2010), o la variabilidad genética de una colec-
cién de moringa comprendida por accesiones proce-
dentes de lugares como India, Tanzania, Zimbawe y
Pakistan, con valores de heterocigocidad esperada de
0,61y 0,57 (Shahzad et al., 2013). En un estudio més
reciente en el que analizaron 300 genotipos de 12 po-
blaciones de dos Estados de la India, se encontraron
valores de heterocigocidad esperada comprendida en-
tre cero y 0,41(Ganesan et al., 2014).

Los valores de heterocigocidad esperada para estimar
la diversidad genética de una poblacién estan com-
prendidos entre 0 y 1 (Nei, 1973), y se define como la
probabilidad de que dos alelos tomados al azar de la
poblacién sean diferentes. Valores de heterocigocidad
alta indican mayor variabilidad genética, por lo que
de acuerdo a los valores de heterocigocidad estimada
encontrados en las accesiones de moringa colectados
en departamentos del Oriente de Colombia (entre
0,13y 0,29), se puede afirmar que su diversidad gené-
tica es baja, sugiriendo que las accesiones colombia-
nas se pudieron derivar de una poblacién comin o de
pocas poblaciones. La diversidad genética de moringa
es mucho més alta en la India, Africa o Pakistdn. Se
sabe que existe un vinculo claro entre diversidad ge-
nética, el patrén de distribucién geografica y el origen
del cultivo (Engels ez al., 2006). El origen de moringa
podria estar en los bosques tropicales caducifolios del
noreste de la India y en el este de Pakistdn, en la Zona
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entre Simia en la India y Faisalabad en Pakistan (Ol-
son y Fahey, 2011).

Andlisis de conglomerados

El anélisis mediante el coeficiente de Nei-Li (Nei y Li,
1979) a un nivel de similitud del 70%, diferencio la
poblacién en cuatro grupos (Fig. 2).

El grupo I es el mas grande, incluye 32 accesiones de
las 45 colectadas. En este grupo se pueden observar
3 subgrupos de moringa, de acuerdo al lugar geogra-
fico de procedencia: el primero estd conformado por
accesiones de Mompos, identificadas como MM,
MM2, MM3, MM4, MM5, MM6, el segundo inclu-
ye las accesiones MM8, MM9, y MM11 (Mompos), y
las accesiones MA1, MA2, MA3, MA6, MA9, MA10,
MA4, MAS, Y MAS) (de Puerto Lebn, en Norte de
Santander (corresponden a un cultivo comercialmen-
te establecido). De acuerdo al agrupamiento MA1 y
MAZ2 son genéticamente idénticas; el tercer subgru-
po esta conformado por accesiones procedentes de la
vereda Guamo Medio, y Bucaramanga en Santander,
y accesiones procedentes del vivero el Diamante en
la via Cdcuta-Pamplonita, en Norte de Santander. A
pesar de la separacién geogréfica entre las localidades
de Mompos y de Puerto Ledn, accesiones de estas lo-
calidades presentan mayor similitud genética entre
ellas, en comparacién a las muestras de Pamplonita
con Puerto Ledn, ubicados en el mismo departamento
de Norte de Santander. Las accesiones MD1 y MD4
colectadas en el vivero El Diamante tienen una ma-
yor similitud con accesiones de Guamo medio en
Santander.

El grupo 1II, estd formado por las accesiones MPT2,
MP3, MP1 y MP2. Estas cuatro accesiones fueron co-
lectadas en Los Patios en Norte de Santander. El gru-
po 1II est4 conformado por siete accesiones, cinco del
departamento del Meta (cuatro son de la vereda Bar-
celona, y una genéticamente mds distante colectada
en la finca la Bonanza, en Guacavia-Meta). En este
mismo grupo se encuentra dos accesiones colectadas
en Villa del Rosario (Lagos de Palujan), Norte de San-
tander. Finalmente, el grupo IV est4 conformado por
dos accesiones, colectadas en Villa del Rosario (Lagos
de Palujan), Norte de Santander y son las mds distan-
tes genéticamente (Fig. 2). Esta mayor diferencia ge-
nética, coincide con la forma circular que se presentd
particularmente en las vainas de los arboles de esta
localidad, en comparacién a la forma trigonal de las
vainas de moringa de otras localidades (Fig. 3).
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Figura 2. Dendograma de 40 materiales de Moringa oleifera basado en el coeficiente de similitud de Nei-Li calculado con seis
marcadores RAMs.
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MOMPOS [MAGDALENA]

GUACAVIA, RESTREPO (META)

'VEREDA BARCELONA (META)

'VILLA DEL ROSARIO (NORTE DE SANTANDER)

GUAMO MEDIO (SANTANDER)

| Figura 3. Morfologia de las vainas de Moringa oleifera colectadas en diferentes localidades del nororiente de Colombia.

CONCLUSION

En este estudio mediante el empleo de marcadores
moleculares RAMs, se realizé la caracterizacion gené-
tica de accesiones de moringa procedentes de cuatro
departamentos del Nororiente de Colombia., encon-
trdndose que existe una baja diversidad genética, en
comparacion a los materiales de moringa de la India
o Pakistan. /. oleifera es una opcién atractiva para
ser cultivada en la regién Nororiental de Colombia
por sus propiedades medicinales y nutricionales. Sin
embargo, es necesario determinar si hay variacién en
pardmetros de interés como contenido de proteina o
actividad antioxidante entre las accesiones estudiadas
y promover una mayor diversidad para emplearse en
programas de mejoramiento.
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