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Resumen: El Perd presenta una gran diversidad de recursos genéticos, pero a la vez se desaprovechan especies por
desconocimiento o bajo rendimiento econdmico. Situacién que se refleja en el valle de Huaura con los &rboles frutales de
cansaboca (Bunchosia armeniaca), palillo (Campomanesia lineatifolia) y naranja agria (Citrus aurantium), especies con gran
importancia en la gastronomia tradicional local, pero en la actualidad catalogadas en peligro critico. Con el fin de conservar estas
especies se planted como objetivo establecer cddigo de barras de ADN de tres especies amenazadas con potencial econdmico
del valle de Huaura. Se extrajo ADN de las tres especies con el método CTAB y para las amplificaciones en PCR se emplearon
los cebadores de cddigo de barras de ADN universales pertenecientes a cloroplastos: matK, rbcl y trnH-psbA. A partir de los
productos purificados y cuantificados se realizo el secuenciamiento de las muestras. Las secuencias fueron analizadas, alineadas
y agrupadas con los programas Bioedit, Codon Code Aligner y MEGA respectivamente. Las concentraciones de ADN fueron:
palillo (457 ng/ul), cansaboca (433 ng/ul) y naranja agria (442 ng/pl). La amplificacién de los cebadores produjo productos de
PCR entre 357 y 810 pb. Las secuencias de NCBI que presentaron mayor porcentaje de identidad con cada especie en estudio
fueron sometidas a andlisis filogenético, los cuales colocaron a las especies en grupos distintos y revelando diferencia genética
con las muestras estudiadas. Se proporcionaron las herramientas basicas para implementar cédigos de barras de ADN en tres
especies de arboles frutales en el valle de Huaura.

Palabras clave: Bunchosia armeniaca, Campomanesia lineatifolia, Citrus aurantium, palillo, naranja agria.

Abstract: Peru has a great diversity of genetic resources, but at the same time, species are wasted due to ignorance or low
economic performance. The situation reflected in the Huaura valley with the fruit trees of cansaboca (Bunchosia armeniaca), palillo
(Campomanesia lineatifolia) and sour orange (Citrus aurantium), species with great importance in the traditional local gastronomy,
but currently classified as endangered critically. To conserve these species, the objective was to establish DNA barcoding of three
threatened species with economic potential in the Huaura Valley. DNA from the three species was extracted with the CTAB method,
and universal DNA barcode primers belonging to chloroplasts were used for the PCR amplifications: matK;, rbcl, and trnH-psbA.
Samples were sequenced from the purified and quantified products. The sequences were analyzed, aligned, and grouped with the
Bioedit, Codon Code Aligner, and MEGA programs. The DNA concentrations were: cansaboca (457 ng / ul), palillo (433 ng / ul) and
sour orange (442 ng / ul). Amplification of the primers produced PCR products between 357 and 810 bp. The NCBI sequences that
presented the highest percentage of identity with each species under study were subjected to phylogenetic analysis, which placed the
species in different groups and revealed genetic differences with the studied samples. The essential tools were provided to implement
DNA barcaoding in three species of fruit trees in the Huaura valley.

Key words: Bunchosia armeniaca, Campomanesia lineatifolia, Citrus aurantium, palillo, sour orange.
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Introduccion

El Pert presenta gran riqueza bioldgica por la alta diver-
sidad genética, debido a esto es considerado como uno de los
paises mas importantes en recursos genéticos!. Estos recur-
sos pueden permitir un mayor desarrollo econémico y social,
siempre que se incluya una alta responsabilidad con respecto
a especies endémicas y rescate de especies domesticadas? EL
desaprovechamiento de especies por desconocimiento o bajo
rendimiento econdmico conlleva a la perdida de material ge-
nético valioso, situacion que en la actualidad se refleja en el
valle de Huara, provincia de Huaura, departamento de Lima;
con arboles frutales como cansaboca o ciruela del fraile (Bun-
chosia armeniaca Cav. DC), palillo (Campomanesia lineatifolia
Ruiz & Pav.) y naranja agria (Citrus aurantium L.), especies con
gran demanda en décadas pasadas e importancia en la gastro-
nomia tradicional local® Pero en la actualidad existe una baja o

nula presencia en mercados locales, mientras que en campos
de cultivo es dificil encontrar estas especies, presentandose
muy pocos individuos en huertas por herencia familiar, debido
a esto son catalogadas en peligro critico®®.

Estas especies vegetales, asi como muchas especies de
otras regiones del pais presentan gran potencial socio-econd-
mico. Por lo que el Perd, viene desarrollando objetivos estraté-
gicos como parte del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, de
las cuales se ha trazado el pais la meta de evitar la extincién de
especies mediante el avance de conocimientos, con una gran
base cientifica y tecnoldgica para aumentar la valoracién y fun-
cionalidad de estas especies®. Como parte del avance cientifi-
co se estan desarrollando técnicas avanzadas relacionadas a
biologia molecular, tales como estudios de cadigo de barras,
gendmica, protedmica, metaboldmica, transcriptémica?.
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El codigo de barras de ADN es un método para identificar
las especies de todo tipo de organismo vivo empleando una
secuencia corta de ADN (<1000 pb) que evoluciona lo suficien-
temente rapido como para diferir entre especies estrechamen-
te relacionadas’. Cuando se recupera una secuencia de cédigo
de barras de una muestra desconocida, se utiliza un algoritmo
para compararla con una base de datos de referencia que con-
tiene cadigos de barras de muestras de especies identificadas,
lo que permite su comparacion y posible identificacion de ma-
nera répida y clara®®® En otras palabras, los codigos de ba-
rras de ADN funcionan como identificadores moleculares para
cada especie, de la misma manera que los cddigos de barras
en blanco y negro legibles por maquina se utilizan en la indus-
tria minorista para identificar productos comerciales®*+2,

Las secuencias para cddigo de barras que se emplean
en las investigaciones estan relacionadas a sus alineamien-
tos mdltiples y nimero de variaciones, las cuales permiten
distinguir las especies emparentadas sin influir en su asigna-
cion correcta a través de la variacion intraespecifica'®. Estas
secuencias de ADN son: ribulosa-bisfosfato carboxilasa (rbcL),
maturasa K (matK) y el espaciador intergénico trnH-psbA (tr-
nH-psbA). Cada uno de las secuencias presenta diferencias
en sus regiones codificantes, es asi como rbcl presenta una
region de codificacion universal que no evoluciona rapidamen-
te, matK presenta una region de codificacion que evoluciona
bastante rapido y trnH-psbA es un espaciador intergénico que
evoluciona rapidamente!“®®,

La identificacion molecular de especies mediante cddigo
de barras de ADN facilita la seleccidn de material vegetal des-
de plantulas, permitiendo la conservacion de especies amena-
zadas. Por lo tanto, en la investigacion se planted el objetivo
de establecer el codigo de barras de ADN de tres especies con
potencial econdmico del valle de Huaura, para facilitar su iden-
tificacion a nivel molecular.

|
Métodos

Material vegetal y extraccion de ADN

Se emplearon muestras de hojas de las especies Buncho-
sia armeniaca, Campomanesia lineatifolia y Citrus aurantium,
las cuales fueron colectadas de la campifia de Huacho y trans-
portadas al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Univer-
sidad Nacional José Faustino Sanchez Carrién — Huacho. La
extraccion de ADN se realizd segun el protocolo de bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB)'. Se tomaron alrededor de 100
mg de tejido de hojas frescas, se afadieron 2,85 pl de B-mer-
captoetanol y 1.000 ul de tampdn de extraccion CTAB 2% (100

mM Tris, 28 mM EDTA, 2% CTAB, 1,4 M NaCl y 2,5% PVP),
las muestras se trituraron de forma mecanica y se incubd a
65° C durante 45 min y. Posteriormente, se afiadié 900 ul de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld suavemente
durante 5 min. Las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm
durante 5 min. Después de la centrifugacidn, se recogio la fase
acuosay se adicionaron 60 pl de CTAB al 10% y se incubo a 65°
C por 5 min. Se afadié 900 pl de cloroformo-alcohol isoamili-
co (24:1) y se mezclo suavemente durante 5 min y centrifugo
a 14.000 rpm durante 5 min, se retir¢ el sobrenadante y se
adiciono isopropanol frio en el mismo volumen que el sobre-
nadante obtenido. Las muestras fueron colocadas a -20° C
durante 30 min. Posteriormente, se centrifugd a 14.000 rpm
durante 20 min, se decantd el sobrenadante y se invirtieron
los tubos sobre papel toalla durante 1 min. Seguidamente, se
lavé con etanol al 70% y se centrifugo a 14.000 rpm por 5 min.
Se afiadié 300 pl de CH3CO2K 5 M frio y se incubo a -20° C
durante 10 min. Luego se centrifugd a 14.000 rpm por 5 min,
se elimind el sobrenadante y se realizé un lavado con etanol al
90%. Seguidamente se eliming el etanol y se invirtieron los tu-
bos sobre papel toalla estéril. Una vez seco el pellet se afiadio
100 pl de agua libre de nucleasas, posterior se adiciono 3 pl de
RNAsa al 2% y se incubd a 37° C durante 60 min. A continua-
cién, las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 5
min y los sedimentos de ADN se lavaron dos veces con eta-
nol al 70% y se invirtieron los tubos sobre papel toalla estéril
durante 30 min. Los sedimentos de ADN se diluyeron con 50
ul de agua libre de DNAsa y posteriormente se cuantifico en
Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA) y estimo
la calidad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. El
ADN extraido se almaceno a -20 ° C hasta su posterior uso.

Amplificacion por PCR y secuenciamiento.

Se emplearon los siguientes cebadores de cédigo de ba-
rras de ADN universales pertenecientes a cloroplastos: matkK,
rbel y trnH-psbA (Tabla 1). Las reacciones de PCR se realiza-
ron en un volumen de 25 pl que contenfa 12.5 pl master mix (10
mM Tris HCL, 50 mM KCL, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP,
0,02 U/ul de Taq Polimerasa), 0.5 ul de cada cebador (forward
y reverse), 1 ul de ADN gendmicoy 10,5 ul de agua pura estéril.

Se utilizaron los siguientes pardmetros del termociclador:
desnaturalizacidn inicial de 94° C durante 5 min, seguido de
40 ciclos a 94° C durante 30 s, hibridacién a 52° C para los
cebadores rbcl y matK durante 30 s, 55° C para cebadores
de trnH-psbA durante 30 s y extension a 72° C durante 1 min,
seguido de una extension final a 72° C por 10 min. Las ampli-
ficaciones se realizaron en el termociclador PCRMax (BioSys-
tems, UK).

Los productos de amplificacion por PCR se sometieron a

Tabla 1. Secuencia de
cebadores para cddigo

de barras de ADN.

Codigo de Cebador | Secuencia de ADN (5’ a 3’)
barra
matK Matk 3F | GTT ATG CAT GAS CGT AAT GCTC
Matk 1R | ACC CAG TCC ATC TGG AAA TCT TGG TTC
rbeL tbcLa F ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT AAA GC
tbcLa R | ACC CAG TCC ATC TGG AAA TCT TGG TTC
trnH-psbA PsbA3f GITATGCAT GAS CGEAAT GCT €
trmHf 05 | CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC
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electroforesis en geles de agarosa al 1% durante 30 minutos
a 40V, detectados por tincién con azul de bromofenol, los re-
sultados se observaron bajo luz ultravioleta (UV) mediante un
sistema de documentacién de geles con transiluminador UV
(Iluminyx, USA). El tamafio de los productos de PCR se de-
terming utilizando DNA ladder de 100 pb (Promega, Madison).
LLos productos de PCR purificados se cuantificaron usando un
espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technolo-
gies, USA). El secuenciamiento de los productos de PCR se
realizd en la empresa MACROGEN (Corea del Sur).

Analisis de datos

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el progra-
ma Bioedit y alineadas con el programa Codon Code Aligner.
La identificacién de cddigos de barras desconocidos a partir de
hojas se realizd basicamente mediante datos de la Herramien-
ta de busqueda de alineacién local basica (BLAST) con un cor-
te minimo de 98% de identidad para una coincidencia superior”.
Estos resultados se verificaron mediante agrupacion y analisis
filogenéticos en los que comparamos las ramas de especime-
nes desconocidos con secuencias de especies de referencia,
para ello las secuencias de ADN se alinearon y curaron em-
pleando el algoritmo MUSCLE del programa MEGA 7.0. Los
arboles filogenéticos se construyeron en MEGA 7.0 utilizando
el método de Neighbor-Joining (NJ) con 1.000 bootstraps ba-
sado en el modelo de pardmetros de Kimura 2%, Se constru-
yeron arboles filogenéticos con los fragmentos combinados.
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Resultados

Los resultados obtenidos permitieron establecer que, la
técnica de CTAB fue eficiente para la extraccion de ADN en las
tres especies; lo cual se comprobd con la verificacion de la in-
tegridad del ADN extraido. La relacién de absorbancia 260/280
fue cercana a 1,80, lo que significa ADN altamente puro para el
analisis de cddigos de barras. Las concentraciones de ADN en
diferentes accesiones fueron: Bunchosia armeniaca (457 ng/
ul), Campomanesia lineatifolia (433 ng/ul) y Citrus aurantium
(442 ng/ul). La amplificacion exitosa de los tres cebadores de
codigos de barras produjo productos de PCR entre 300 y 800
pb (Figura 1).

Las secuencias de nucledtidos obtenidas mostraron di-

ferencias en longitud y contenido de guanina-citocina (GC) en
las muestras analizadas con cada cebador de cédigo de barras
(Tabla 2). En el caso del cebador matK, la longitud de secuen-
cia mas alta de Bunchosia armeniaca (810 pb). Se observé una
variacion de longitud de secuencia en Citrus aurantium (357
pb) con el cebador matK. La longitud media de la secuencia
de rbcL fue casi uniforme (573 ph). Citrus aurantium presento
la menor longitud (373 pb) y contenido de GC (26,27 %) con el
cebador trnH-psbA.

Las secuencias obtenidas de este estudio se compararon
con el banco de datos de ADN publicados en BLAST de NCBI
(Tabla 3, 4 y 5), presentando en algunos casos una identidad
superior al 98% con las secuencias NCBI de especies de plan-
tas conocidas y podrian estar emparentadas a ellas.

Las especies que han logrado presentar mayor porcentaje
de identidad con Bunchosia armeniaca del valle de Huaura, se
encontraron en el rango de 99,75% hasta 98,28% de identidad
(Tabla 3), manteniendo una baja variabilidad entres especies
del mismo género. Las comparaciones de Campomanesia li-
neatifolia muestran un descenso en el porcentaje de identidad
con las demaés especies, mientras se van alejando del género,
pero manteniendo en comun la familia (Myrtaceae) (Tabla 4).
En el caso de Citrus aurantium se logré encontrar porcentajes
de identidad de 99,83% hasta 99,47%, dentro del mismo géne-
ro con 99% de cubierta de consulta (Tabla 5), asi mismo dentro
de la lista se presentan tres accesiones de Citrus aurantium
de otras partes del mundo, mostrandose que no comparten
tantos porcentajes de identidad debido posiblemente a una
evolucion necesaria al habitad de cada region.

Las secuencias de NCBI que presentaron mayor porcen-
taje de identidad con cada especie en estudio (Campomanesia
lineatifolia, Bunchosia armeniaca y Citrus aurantium) fueron
sometidas a andlisis filogenético.

La alineacion combinada de las secuencias de las especies
en estudio (Figura 2) con secuencias de 13 (Citrus aurantium)
y 15 (Bunchosia armeniaca y Campomanesia lineatifolia) espe-
cies de mayor porcentaje de similitud y cubierta de consulta,
descargadas de NCBI mostré una variabilidad las posiciones de
nucledtidos. De manera similar, se construyd un arbol filoge-
nético combinado de méxima verosimilitud mediante la conca-
tenacion de datos de secuencia de tres cebadores de cddigos
de barras (matK, rbcL y trnH-psbA) para estimar las divergen-
cias evolutivas entre cada especie en estudio con las especies

Figura 1. Productos de PCR
amplificados con los cebado-
res trnH-psbA en las tres es-
pecies en peligro de extincién
del valle de Huaura. La posi-
cién de las muestras en el gel
de agarosa (1-2) Campomane-
sia lineatifolia, (3-4) Bunchosia
armeniaca, (5-6) Citrus auran-
tium y (-) control negativo; M:
DNA ladder de 100 pb para la
determinacién del tamafio de
las muestras.
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Especie Cebadores de codigo de barras de ADN
matK rbel trnH-psbA
Longitud | Contenido | Longitud | Contenido | Longitud | Contenido
(pb) GC (%) | (pb) GC (%) | (@b GC (%)
Bunchosia 810 31153 573 44,15 475 27,58
armeniaca
Campomanesia | 799 32,92 545 43.85 562 3221
lineatifolia
Citrus 357 45,66 573 46,25 373 26.27
aurantium

Tabla 2. Caracteristicas de secuencia de nucledtidos de marcadores de cddigo de barras de ADN.

Especie Secuencia Cubierta de consulta | Porcentaje de
ID Identidad

Bunchosia cestrifolia KM197241.1 100% 99,75%
Bunchoesia deflexa HQ247224.1 100% 99,75%
Bunchesia polystachia HQ247232.1 100% 99,63%
Bunchosia decussiflora | HQ247223.1 100% 99,38%
Bunchosia KM197250.1 100% 99,38%
paraguariensis

Bunchosia angustifolia | HQ247220.1 100% 99.26%
Bunchosia pilocarpa HQ247231.1 100% 99.14%
Bunchosia KM197251.1 100% 99,14%
pernambucana

Bunchosia pallescens KM197248.1 100% 99.14%
Bunchosia matudae KM197245.1 100% 99.14%
Bunchosia lindeniana KM197243.1 100% 99,14%
Bunchosia cruciana KM197242.1 100% 98,89%
Bunchesia swartziana HQ247233.1 100% 99,89%
Bunchosia armeniaca HQ247222.1 100% 98.28%
Bunchosia armeniaca AF344533.1 100% 98,28%

Tabla 3. Especies de mayor homologia en BLAST con muestras de Bunchosia armeniaca del valle de Huaura.

de mayor porcentaje de identidad descargadas de NCBI.

En el drbol filogenético de Bunchosia armeniaca (Figura
3) se reveld que la muestra en estudio es genéticamente dife-
rente a las especies de referencia determinadas por BLAST y
se colocan en grupos distintos. Se considerd secuencias de la
misma especie (Bunchosia armeniaca) localizadas en México
y se mostrd una diferencia genética con la muestra estudiada
en Huaura, Peru.

En el caso de Campomanesia lineatifolia no se encontro
alguna secuencia de ADN de la misma especie en BLAST, por
lo que se presenta los primeraos resultados de secuenciamien-
to relacionada a esta especie. El arbol filogenético revelo que

se encuentra muy emparentado con Campomanesia xantho-
carpa, agrupados en un solo clado con 100% de soporte de
arranque (Figura 4).

Mientras que el arbol filogenético de la naranja agria re-
veld una diferencia genética con las muestras de Citrus au-
rantium de referencia determinadas por BLAST situadas en
Canadd, Estados Unidos e Italia, colocandose en grupos sepa-
rados y distintos. Con la muestra de naranja agria de referencia
de Grecia se revelo una menor diferencia al estar en un grupo
cercano con 87% de soporte de arranque (Figura 5).
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Especie Secuencia ID | Cubierta de Porcentaje de
consulta Identidad
Campomanesia KF421071.1 100% 99.29%
Xxanthocarpa
Campomanesia KY392760.1 | 100% 99,29%
xanthocarpa
Campomanesia pubescens AMA489822.1 | 98% 99.,64%
Campomanesia velutina MF954284.1 | 97% 99,27%
Campomanesia MF954283.1 | 97% 99.09%
adamantium
Mpyrcia variabilis JN091439.1 99% 97.33%
Mpyrcia spectabilis JN091432.1 99% 97.15%
Mpyrcia guianensis JN091415.1 99% 97.15%
Campomanesia AMA489821.1 | 97% 97,.81%
guazumifolia
Mpyrcia tenuivenosa JN091437.1 98% 97,46%
Mpyrcia vestita JN091440.1 98% 97.11%
Mpyrcia subverticillaris JN091435.1 99% 96,30%
Myrcia guianensis JN091416.1 99% 96,12%
Mpyrcia decorticans JN091412.1 99% 95,77%
Mpyrcia laruotteana AMA489856.1 | 98% 96,40%

Tabla 4. Especies de mayor homologia en BLAST con muestras de Campomanesia lineatifolia del valle de Huaura.

Especie Secuencia ID Cubierta de consulta | Porcentaje de
Identidad
Cifrus maxima KR073282.1 99% 99.83%
Citrus reticulata MH714105.1 99% 99,83%
Citrus aurantium MT106672.1 99% 99,82%
Citrus polytrifolia NC 045403.1 99% 99,65%
Citrus depressa L.C218435.1 99% 99.82%
Citrus limon KY085897.1 99% 99,82%
Citrus platymamma KR259987.1 99% 99,82%
Citrus japonica MN495932.1 99% 99.82%
Cifrus hindsii MNO073195.1 99% 99,82%
Citrus sunki MNg95042.1 99% 99,82%
Citrus aurantium MT702983.1 99% 99,82%
Citrus aurantiifolia KJ865401.1 99% 99.65%
Citrus aurantium KY626925.1 99% 99.47%

Tabla 5. Especies de mayor homologia en BLAST con muestras de Citrus aurantium del valle de Huaura.
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Species/Abbrv

1. Bunchosia armeniaca

2. Bunchosia cestrifolia KM197241 .1

3. Bunchosia deflexa HQ247224.1

4. Bunchosia polystachia HQ247232 1

5. Bunchosia apiculata HQ247221.1

6. Bunchosia decussiflora HQ247223.1
7. Bunchosia paraguariensis KM197250.1
8. Bunchosia angustifolia HQ247220.1

9. Bunchosia pilocarpa HQ247231.1

10. Bunchosia pernambucana KM197251.
11. Bunchosia pallescens KM157248.1
12. Bunchosia matudae KM197245.1
13. Bunchosia lindeniana KM197243.1
14. Bunchosia swartziana HQ247233.1
15. Bunchosia armeniaca HQ247222 1
16. Bunchosia armeniaca AF344533.1

Figura 2. Alineamiento combinado de las secuencias con el programa MEGA.

B Bunchosia armeniaca HQ247222.1

76

R Bunchosia armeniaca AF344533.1

. Bunchosia armeniaca

Bunchosia pernambucana KM197251.1

Bunchosia matudae KM197245.1
—— Bunchosia lindeniana KM197243.1

62 L Bunchosia swartziana HQ247233.1
—— Bunchosia decussiflora HQ247223.1

L Bunchosia pallescens KM197248.1
Bunchosia pilocarpa HQ247231.1

o1| [ Bunchosia paraguariensis KM197250.1

L Bunchosia angustifolia HQ247220.1

Bunchosia cestrifolia KM197241.1
Bunchosia deflexa HQ247224.1

I Bunchosia polystachia HQ247232.1

L Bunchosia apiculata HQ247221.1

Figura 3. Arbol filogenético de maxima probabilidad de evolucion divergente en Bunchosia armeniaca del valle de Huaura.

|
Discusion

Se ha aplicado con éxito un método que utiliza secuencias
cortas de ADN, conocidas como "cédigos de barras de ADN",
para identificar especies de plantas, especialmente loci en el
genoma de los plastidos como matK; rbcL, y trnH-psbA®,

La evaluacién de la aplicabilidad universal mediante la
cuantificacion por PCR y el éxito de la secuencia es el primer
paso para determinar la idoneidad de un fragmento de ADN
dado como cdédigo de barras. A este respecto, todas las regio-
nes analizadas (matK, rbcL y trnH-psbA) se amplificaron de
manera efectiva, lo que permitié una secuenciacion simple y de
alta calidad. Por lo que, los cebadores empleados en las tres
especies en estudio presentaron caracteristicas ideales para
codigo de barras de ADN tales como capacidad de amplifica-

cion, alta eficiencia de amplificacidn y secuenciacion, también
variacion genética suficientemente alta para distinguir secuen-
cias a nivel de especie, pero también suficientemente conser-
vadora entre individuos de la misma especie®*®,

La amplificacién de la region trnH-psbA fue exitosa, con
amplicones mas cortos (aproximadamente 570 pb) que permi-
tio una secuenciacion efectiva, al ser facilmente amplificable
usando cebadores universales y sus niveles de discriminacién
de especies son generalmente mas altos que para otras regio-
nes, considerandose un marcador valioso®92°%, |os resulta-
dos obtenidos presentan similitud con otros grupos de plantas,
donde la amplificacion de la region trnH-psbA y la calidad de
secuenciacion fue lo suficientemente alta como para consi-
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Figura 4. Arbol filogenético de méxima probabilidad de evolucién divergente en Campomanesia lineatifolia del valle de Huaura.

I 7 — @ Citrus auramtium
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Figura 5. Arbol filogenético de maxima probabilidad de evolucién divergente en Citrus aurantium del valle de Huaura.

derarlo un cédigo de barras’??2, Pero algunos grupos taxono-
micos presentan limitaciones que han reducido severamente
la utilidad de trnH-psbA como cdédigo de barras. Su alta fre-
cuencia de variacién de longitud resultante de sus numerosas
inserciones y eliminaciones dificulta la construccion de una
alineacidn precisa de estas secuencias®.

En el presente estudio Bunchosia armeniaca del valle de
Huara se separd en otro grupo con Bunchosia armeniaca de re-
ferencia de México, esto podria demostrar una combinacion de
dispersion temprana de larga distancia entre América del Sur
y México, aungue no podemos determinar la ubicacién geogra-
fica precisa donde estos clados comenzaron a diversificarse.
Pero esto podria relacionarse al predominio de la dispersién en
la formacidn de un grupo de especies regionales?®. El marcador
matK presento 810 pb de longitud y 31,73% de contenido GC,

mostrando el marcador con mayor longitud en comparacion
con rbel y trnH-psbA, pero presenta variaciones entre espe-
cies respeto a su amplificacién y longitud; es por ello que el
marcador matK presenta divisién entre investigadores res-
pecto a su universalidad como cebador. Presentandose estu-
dios donde se indican que este marcador es clave en el codigo
de barras de ADN, al discriminar grupos especificos?*. Pero
también estan otros autores que cuestionan la utilidad de este
gen como cddigo de barras debido a la pobre amplificacién y
secuenciacion. eficiencia y problemas relacionados con la uni-
versalidad de los cebadores?>?,

Campomanesia lineatifolia no ha presentado anteceden-
tes en relacion al secuenciamiento de su cloroplasto, como
si encontraron de Campomanesia xanthocarpa secuencias
parciales con el espaciador intergénico trnH-psbA, con una
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longitud de 569 pb y con menos del 1% de gaps?’. Con la se-
cuencia de matK se obtuvo una longitud de 799 pb, la misma
longitud obtenida por (28) empleando la misma secuencia en
Campomanesia xanthocarpa; mientras que en el mismo estu-
dio empleando rbcL obtuvieron una longitud mayor (645 pb)
que la del presente estudio (546 ph), asi mismo se presenta
mucha similitud con las tres secuencias con 99% de identidad,
a partir de las investigaciones realizadas en Campomanesia
xanthocarpa de Brasil. Demostrando que la diversificacion es
claramente un contribuyente importante a la riqueza de es-
pecies existentes en esta regién. La secuencia que fue mas
conservadora (entre las tres regiones analizadas) en términos
de variabilidad molecular fue rbcL, proporcionando una am-
plia informacidn para la seleccién de cebadores especificos de
orden apropiado. Esto indica que rbcL tiene el menor nimero
de sitios variables y que la secuencia de cebador seleccionada
tiene una fuerte universalidad. Por lo tanto, es recomendable
rbel como un fragmento efectivo para el cédigo de barras de
ADN en especies arbdreas. Esto también fue confirmado por
(6) y otros autores'*?, quienes recomiendan rbclL y matK para
el cdédigo de barras de ADN central para plantas.

El espaciador intergénico trnH-psbA en Citrus aurantium
de la presente investigacion presento una menor longitud en
comparacion a Citrus aurantium de referencias de otras par-
tes del mundo, pero con la secuencia rbcl se obtuvo la misma
longitud, llegando a presentar una identidad de casi 100%2%%,
Finalmente, con la secuencia de matK no se presentaron iden-
tidades dentro del género Citrus. La separacion de grupos de
esta misma especie podria estar relacionada a la diversifica-
cion general de especies introducidas de manera individual
permitiendo explicar el patrén de dispersién frecuente y conti-
nua de nuevos linajes, esto plantea la posibilidad de que la ca-
racterizacion de grupos de especies esté dominada por linajes
Unicos que se trasladaron a una region, lo que parece haber
brindado a individuos el tiempo necesario para adaptarse a
nuevas condiciones abidticas?. Asi mismo la alta frecuencia
de las variantes de longitud de trnH-psbA en algunas especies
impacto la identificacion de especies utilizando métodos ba-
sados en la alineacién, asi como la comparacion con las espe-
cies del presente estudio mediante el analisis de distancia, que
tuvo un efecto miimo en las busquedas de BLAST®%,

El andlisis filogenético a partir del cédigo de barras de
ADN permite mejorar la identificacién de especies, al propor-
cionar caracteres adicionales que pueden estar conducidas
por variaciones variacion intraespecifica e inversiones interes-
pecificas que pueden confundir las relaciones entre especies
estrechamente relacionadas® 2, Permitiendo identificar a las
especies exactas que se encuentra en peligro de extincion en
el valle de Huaura, y, ademas, mostrando un distanciamiento
entre la misma especie ubicada en otras partes del mundo.

De esta manera se puede emplear estos métodos como
base de cualquier estudio cientifico de identificacién comple-
tamente perfecta de material vegetal, conjuntamente con la
enorme biblioteca digital en linea de cddigos de barras de ADN,
que sirve como informacion para buscar muestras (no iden-
tificadas o identificadas) utilizando uno o unos pocos loci de
cadigos de barras de ADN?.

|
Conclusiones

El presente estudio es el primero en analizar especies fru-
tales con potencial econédmico en peligro de extincion del va-
lle de Huaura para facilitar la identificacion a nivel molecular.
Nuestros resultados proporcionan las herramientas basicas

para implementar cédigos de barras de ADN en especies nati-
vas en el valle de Huaura, y pueden ayudar a elegir un cddigo
de barras de ADN apropiado para aplicaciones de alta produc-
tividad. Dichas aplicaciones de alto rendimiento podrian mejo-
rar en gran medida los protocolos de monitoreo de la biodiver-
sidad que se utilizan para estudiar la ecologia y conservacion
de especies en peligro de extincion.
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