Acta Agrondmica - Numero especial - 2012

Codigos de barras para la identificacion del complejo Capsicum

Franco A. Vallejo C.!, Jaime E. Murioz F.?, Rubén D. Rojas P.>"

!Profesor titular. Mejoramiento Genético, Agronomia y Producciéon de Semillas de Hortalizas. *Profesor Asociado. Diversidad
Genética. **Estudiante de pregrado. Ingenieria Agronémica. Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. rdrojasp@ unal.edu.co

Palabras clave: DNA barcoding, psbA-trnH.

No existe una clasificacion Ginica y definitiva del género Capsicum. Varias investigaciones han con-
tribuido al conocimiento en la diversidad genética de este género mediante caracteres morfoléogicos;
sin embargo, la morfologia floral en la diferenciacion de especies de este género es poco efectiva (Pic-
kersgill, 1980) y no permite diferenciar las especies C. annuum, C. chinense, C. frutescens (Palacios,
2007). El acompanamiento de técnicas de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD) ha permitido
la identificacion de genotipos y la formaciéon de grupos con base en caracteres morfologicos y mole-
culares en Capsicum. La secuenciacion y la bioinformatica aplicada al campo de la taxonomia han
proporcionado un modo de identificar especies mas alla de los caracteres morfologicos, es asi como
surgen los codigos de barras (DNA Barcoding) que permiten la identificacion de especies, mediante
la utilizacién de una o mas secuencias cortas de genes de una porcion estandarizada del genoma.
(Kress, 2005). Complementa los estudios morfologicos y puede facilitar la identificacion taxonomi-
ca, la conservacion y la gestion de recursos genéticos almacenados en bancos de germoplasma. En
este estudio se evaluaron siete regiones loci cloroplasticas: AdhC, G3pdh, rpl32-trnL, ndhF-rpl32,
3’rps16-5trnK(UUU), trnQ(UUG)-5rps16, psbA-trnH y una region loci nuclear ITS4, ITS5A como
posibles candidatos a la identificacion del complejo Capsicum.

Metodologia

Material biolégico. Se utilizaron diez introducciones de Capsicum spp. procedentes del Banco
de Germoplasma de Semillas existente en la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. Las
introducciones fueron sembradas en campo y las muestras para analisis fueron tomadas de tejido
foliar joven que no presentaba sintomas de enfermedades para ser transferidas a tubos ‘eppendorf’
debidamente identificados, liofilizadas y almacenadas en un termo con nitrégeno liquido.
Extraccion DNA. El DNA gendmico fue aislado a partir de tejido liofilizado, utilizando el método de
Doyle y Doyle (1987) modificado.

Amplificaciéon por PCR. Se utilizé6 un par de cebadores por cada region. Las condiciones de los
ciclos de PCR empleadas fueron: desnaturalizacion a 80°C por 5 min, seguido por 30 ciclos de des-
naturalizacion a 95 °C por 1 min, alineamiento de los cebadores a S0 °C por 1 min, seguido por una
rampa, por ejemplo, incremento gradual de 0.3 °C/seg hasta 65 °C, una extension de primer a 65
°C por 4 min seguida por una de extensiéon final de 5 min a 65 °C. Los productos de amplificados
fueron enviados a Macrogen Corea para su purificacion y secuenciacién.

Edicion y analisis de secuencias. Para la edicion y ensamble de las secuencias de ADN se empled
el software Vector NTI®. Una vez limpias, se ensamblaron las secuencias y se comprobo su identidad
en BLAST, por ultimo se hizo un alineamiento multiple con empleo de ClustalW.

Resultados

Se observaron variaciones en los ocho locis. La region AdhC mostr6é una amplificacion inespecifica
que dio lugar a multiples bandas, por tanto se excluyo del experimento. Los locis G3pdh, ITS4-
ITSSA, rpl32-trnL, ndhF-rpl32, 3’rps16-5trnK(UUU), trnQ(UUG)-5’rps16 presentaron una ampli-
ficacion exitosa con las condiciones PCR establecidas (Cuadro 1). Sin embargo, las secuencias de
aminoacidos generadas de esta region de genes no permitieron determinar la identidad en BLAST
de las especies estudiadas, excepto para la region ITS4-ITS5A donde el algoritmo de BLAST permitio
identificar positivamente sé6lo el 20% de las secuencias. La identificacion se llevé a cabo a nivel de
familia y especie. La region cloroplastica psbA-trnH demostro una alta eficiencia en la amplificacion
y permitio identificar el 100% de las secuencias. La utilizacion de esta region en el genoma cloro-
plastico present6 atributos deseables como coédigos de barras, genes conservados y alto nimero de
copias en cada célula, lo que permiti6 la amplificacion de dichas regiones. El analisis UPGMA de las
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secuencias psbA-trnH ayudo a la diferenciaciéon del complejo Capsicum, donde C. annuum, C. chinen-
se, C. frutescens permanecieron en un mismo grupo. En el dendrograma de la Figura 1 se aprecia
la diferenciacién de las especies evaluadas: C. annuum, C. chinense, C. frutescensy C. pubescens,
al mostrar la distancia taxonémica.

Cuadro 1. Amplificacion y regiones exitosas en el complejo Capsicum.

Variables Locus

Nuclear Cloroplasticas

ITS4 ndhF- 3’rps16-5’ trnQ(UUG)

ITS5A psbA-trnH AdhC G3pdh rpl32-trnL rpl32 trnK(UUU) -5’'rps16
Condiciones PCR 65°C @5 C 65-72°C 65°C 65°C 65°C 65°C 65°C
Amplificaciones exitosas
(bandas individuales) 10/10 10/10 0/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10
Amplificaciones no especifi-
cas (bandas multiples) 0/10 0/10 10/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Porcentaje de
amplificacion (%) 100. 100. 100. 100. 100. 100. 100. 100.
Porcentaje de amplificacion
no especifica (%) 0. 0. 100. 0. 0. 0. 0. 0.
Utilizados en la
identificacion SI SI NO NO NO NO NO NO
Identificacién de la familia(%) 2/10=20. 10/10=100. 0/10=0. 0/10=0. 0/10=0. 0/10=0.  0/10=0. 0/10=0.
Identificacion especie (%) 2/10=20. 10/10=100. 0/10=0. 0/10=0. 0/10=0. 0/10=0. 0/10=0. 0/10=0.
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Figura 1. Analisis UPGMA. Secuencias de la Regién
psbA-trnH de diez introducciones de Cap-
sicum spp.

Conclusion

La region psbA-trnH es una herramienta ttil para la identificacion de las especies del complejo
Capsicum, teniendo en cuenta la facilidad y las condiciones reproducibles del PCR. Este marcador
de ADN puede ser utilizado para identificar con precision las especies del complejo Capsicum.
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