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Resumen

Nuestro pais es uno de los principales exportadores de chirimoya en el mundo, siendo Lima
la region con mayor produccion y exportacion. Actualmente, existe poca informacion
genética acerca de la identificacion de la especie Annona cherimola Mill “chirimoya”
mediante el uso de codigo de barras de ADN, herramienta molecular que permite tener un
registro correcto en la identificacion precisa de la especie. El objetivo de este estudio fue
optimizar la técnica de extraccion y amplificacion por PCR como parte de la identificacion
molecular de Annona cherimola Mill “chirimoya”, mediante el uso de dos marcadores
universales como matK y rbcL relacionados al gen de maduracion y fotosintesis. Se
analizaron un total de 154 hojas colectadas de chirimoya extraidas de 26 arboles, distribuidas
en 6 zonas de la regién Lima-Perl (Ate, Callahuanca, Carabayllo, La Molina, Lima y
Tapicara). Los resultados permitieron obtener una correcta estandarizacién en la extraccion
de ADN y todas las muestras fueron amplificadas para ambos genes.

Palabras claves: Annona cherimola Mill, marcadores moleculares matK y rbcl, cédigo de
barras.

Abstract

Our country is one of the leading exporters of chirimoya in the world, with the region Lima
with the largest production and export. Currently, there is little genetic information on the
identification of the species Annona cherimola Mill “chirimoya" using barcode DNA
molecular tool to have a correct record the precise identification of the species. The aim of
this study was to optimize the extraction technique and PCR amplification as part of the
identification of molecular Annona cherimola Mill "chirimoya”, by using two universal
markers as matK and rbcL gene related to ripening and photosynthesis. Collected a total of
154 chirimoya leaves taken from 26 trees in 6 areas of the region Lima-Perd (Ate,
Callahuanca, Carabayllo, La Molina, Lima and Tapicara) were analyzed. The results allow to
obtain a proper standardization DNA extraction and all samples were amplified for both
genes.
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Introduccion
Rica (32 %) y Espafia (7 %) [2].

chirimoya peruana son: Canada (61 %), Costa

La Annona cherimola Mill “chirimoya” de la
familia Annonaceae tiene su origen en los
valles interandinos del Perl y Ecuador,
comprendidos entre los 1500 a 2000 msnm
[1]. Actualmente, el fruto tiene alta demanda
dentro del pais asi como en el extranjero,
registrandose un aumento de las hectareas de
cultivo como en el volumen de las
exportaciones. El reto es posicionar a la
chirimoya como un producto de bandera del
Perd. Los principales mercados externos de la
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Por otro lado, registros hibliograficos
confirman que esta especie esta siendo poco
estudiada a nivel molecular [3], siendo
importante su identificacién. Asimismo, la
necesidad de estudios de conservacion,
diversidad y variabilidad genética son sin
duda requisitos para la conservacion de esta
especie. Los estudios basados en taxonomia
son comunes para su identificacion, pero
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también podrian ser muy limitados en
algunos casos [4]. Las herramientas
moleculares, por ejemplo el cédigo de barras
0 “barcode” vienen siendo utilizadas por
diferentes investigadores a nivel mundial
como complemento a la identificacion morfo-
especies de diversas plantas [5]. Esta técnica
ha sido aceptada como herramienta
taxondmica, proporcionando de manera
rapida y precisa discriminar e identificar
especies de plantas a partir de un pequefio
fragmento de ADN [6].

Actualmente, los estudios basados en cddigos
de barras para vegetales proponen utilizar
siete marcadores provenientes del nucleo
como del cloroplasto, los cuales son: nriTS,
nriTS2, atpF-H, matK, psbK-I, rbcL ,rpoB,
rpoC1, trnH-psbA, trnL-F, trnL(P6) [7]. Para
este estudio se trabajé con dos marcadores
universales plastidiales Illamados matK
(maturase K o gen de la maduracién), vy
rbcL, (ribulosa - 1, carboxilasa 5-bifosfato-
carboxilasa oxigenasa subunidad grande), los
cuales permiten obtener secuencias de calidad
y altos niveles de discriminacion resultando

en datos facilmente comparables en la
identificacion [8].

Es por ello que la presente investigacion tiene
como objetivo estandarizar la técnica de
extraccion de ADN y amplificacion por PCR,
herramientas que permitiran la identificacion
molecular de la especie Annona cherimola
Mill “chirimoya” mediante el codigo de
barras de ADN usando marcadores matK y
rbcL.

2. Experimental
2.1 Areas de muestreo

Se recolectaron hojas de chirimoya (Annona
cherimola Mill) del jardin botanico de la
Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM), ubicado en el distrito de La
Molina; Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM), ubicado en Lima y del
Instituto Peruano de Energia Nuclear (IPEN),
ubicado en el distrito de Carabayllo. Ademas
de las zona productoras de cultivo del Distrito
de Callahuanca y Tapicara - Provincia de
Huarochiri, Departamento de Lima (Figuras 1

y 2).

) Tapicara Distritos de Lima
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Figura 1. Localizacion de las zonas de muestreo para la colecta de hojas de chirimoya.

2.2 Extracciéon de ADN

Se extrajo ADN a partir de 100 mg de hoja
fresca, utilizando dos métodos de extraccion:
QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit [9] vy el
método modificado de Buffer CTAB 2X [10].
El ADN fue cuantificado por
espectrofotdmetro (NanoDrop™ 1000).
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2.3 Amplificacion de los genes matK vy
rbcL

Fragmentos especificos para los genes matK
y rbcL fueron amplificados mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
utilizando el protocolo [11] y los cebadores
descritos [12] en un volumen final de 30 uL
conteniendo: 10X de buffer de PCR (20 mM
Tris-Hcl, 20 mM KCI, 5 mM (NH,),SO,, 50
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mM  MgCl,, 10 mM de cada par de 72 °C por 50 s y una extension final de 72°C
cebadores matK y rbcL (Tabla 1) 10 mM por 5 min. Para el gen rbcL se modifico el
dNTPs, 5U Tag ADN (Promega), 3 ng/uL de programa: 94 °C por 7 min, seguido de 35
ADN para matKk y 50 ng/uL de ADN para ciclos a 94 °C por 1 min 30 s, 55° por 1 min
rbcL. Los ciclos termales realizados en el 30's, 72 °C 1 min 30 s y una extension final
termociclador (TECHNE TC-412) para el gen de 72°C por 10 min. (Comunicacion
matK fueron de 94 °C por 1 min, seguido de personal, Victor Jiménez).

35 ciclos a 94 °C por 30 s, 55° por 30 s,

Eugenio Salazar
Productor de chirimoya
Callahuanca- Huarochiri

Figura 2. Colecta de las muestras en el distrito de Callahuanca. Provincia de Huarochiri (Lima).
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Posicion 1 al 5 amplificacion del gen matK. B=
Blanco de PCR. Marcador 100 pb.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Posicion 1 al 5 amplificacion del gen rbcL B=
Blanco de PCR. Marcador 100 pb.

Los productos de PCR fueron separados

mediante electroforesis en gel de agarosa al

1 %, TBE 1X a 100 V, teflido con una

solucion de Bromuro de etidio (0.1 ug/mL) y

visualizado en el foto documentador

BIORAD bajo luz ultravioleta. Se utiliz6

como marcador de peso molecular 100 pb

(Fermentas). (Figura 3y 4).
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Tabla 1. Secuencia de los cebadores matK y rbcL

Los resultados obtenidos permitieron la
(Elansary, 2013).

amplificacion de bandas definidas y de muy

Primer Secuencia buena intensidad para detectar ambos genes

como se observa en los carriles 1-5 (Figuras 2
y3).
La repetitividad preliminar del ensayo fue del

100 % de confiabilidad con los parametros y
condiciones anteriormente establecidas y la

matK

1RKIM-f 5'CCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC3'
3FKIM-r 5'GTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG3'
rbcL

rbcL-F  5TGTCACCACAAACAGAGACTAAAGCS
rbcL-R  5GTAAAATCAAGTCCACCRCG3

3. Resultados y Discusion

Se evaluaron un total de 154 hojas de
chirimoya provenientes de 9 arboles de
Callahuanca, 5 de Tapicara 'y 3 de la zona de
Ate, Carabayllo, La Molina y Lima. Todas
las muestras fueron procesadas mediante dos
métodos de extraccion de ADN: buffer
CTAB 2X y mediante el Kit comercial
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). El
método de CTAB empleado [10] permitio
obtener un mayor rendimiento de extraccion
de ADN de las muestras y resultd facil de
implementar, sin embargo se obtuvo poca
cantidad de ADN con el Kit comercial.

Los productos amplificados por la PCR con
los  cebadores  descritos, mostraron
fragmentos de tamafio de 980 pb para el
marcador matK y 670 pb para el marcador
rbcL en ADN genémico de chirimoya
(Figuras 2 y 3). Sin embargo, otros autores
han reportado en los estudios de
secuenciacién tamafios de 777 pb para el gen
matK [13] y 552 pb para el gen rbcL [14].
Cabe resaltar que los avances de esta
investigacion corresponden a un estudio
preliminar, basado solo en la amplificacion
de los marcadores matK y rbcL y no en la
secuenciacion de los genes.

Por otro lado, otras investigaciones reportan a
los marcadores universales en rangos de
amplificacion de 862 a 910 pb para matK y
654 pb para rbcL [7], cercanos a los
resultados del presente trabajo mas no dentro
de los mismos. Sin embargo, los rangos estan
sujetos a variacion a medida que se estudie
especies aun no trabajadas con cddigo de
barras.
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utilizacién de los controles con otras especies
Hibiscus  rosa-sinensis  “cucarda” vy
Pelargonium x hortorum *“geranio”.

No se amplificaron fragmentos de ADN en
las muestras utilizadas como controles
negativos y positivas de otras especies, lo
cual confirmé la especificidad analitica de la
técnica solo para detectar matK y rbcL en las
muestras de chirimoya.

Esta metodologia constituye una herramienta
atil para el estudio de codigos de barras de
ADN, como etapa previa a estudios mas
complejos como RFLP y secuenciacion,
similar a lo planteado por otros autores [4, 5,
12].

4. Conclusiones

El sistema de extraccion de ADN modificado
del protocolo CTAB, muestra una buena
cantidad de ADN, sin embargo, no fue
adecuado para realizar los estudios de
amplificaciéon por PCR, como si lo fue para
las muestras extraidas con el kit comercial
donde se obtuvo mejores resultados en la
amplificacion de los marcadores utilizados.
Los marcadores matK y rbcL amplificaron en
todas las muestras analizadas.

El PVP (polivinilpirrilidona) facilito la
optimizacion en la extraccién de ADN por la
liberacion de los materiales nucleares y la
precipitacion de los polisacaridos, lo que
mejora la calidad del extracto y por lo tanto,
de los productos de amplificacion.

Por Gltimo, este trabajo forma parte de un
estudio preliminar por lo que la importancia
de este protocolo se encuentra en los estudios
futuros hacia la identificacion taxonémica de
esta especie.
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