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En Colombia, Cucurbita moschata es la especie domesticada de mayor importancia por su area de
siembra, produccién, versatilidad y consumo directo (Vallejo y Estrada, 2004). Como método de
conservacion, los bancos de ADN en plantas son el equivalente a las bibliotecas que contienen co-
lecciones de alicuotas vegetales viables, con el propoésito de mantener vivo este material y preservar
sus caracteristicas para el beneficio futuro de la humanidad y el medio ambiente (Painting et al.,
1995). Actualmente para la autenticacion de las especies conservadas existen limitaciones que no
satisfacen las demandas complejas en el area. Los cédigos de barras de ADN en plantas son una
nueva herramienta biolégica para la autenticacion e identificacion de especies, es una forma precisa,
rapida y automatizada que utiliza un fragmento corto del ADN genoémico, y ha sido ampliamente
utilizado especialmente en la identificacion de especies de plantas terrestres (Hebert et al., 2003).
El objetivo principal de esta investigacion es la formacion de un banco de ADN en C. moschata y
aplicacion de un cédigo de barras para su autenticacion a través de ocho marcadores moleculares.

Metodologia

Procedimientos. (1) Se tomaron 388 introducciones a partir de la coleccion de Cucurbita del pro-
grama de Hortalizas de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, para la conformacion y
establecimiento del banco de ADN. (2) Extraccion del ADN a partir del protocolo de extraccion (CTAB
1%). (3) Para el analisis de codigo de barras se seleccionaron veinte muestras del banco de ADN para
su secuenciacion. La seleccion se hizo con base en su distribucion geografica. (4) Amplificacion por
PCR de los ocho marcadores moleculares a evaluar, siete de origen ADNcp (AdhC, G3pdh, rpl32-tr-
nL, ndhF-rpl32, 3’rps16-5’trnK(UUU), trnQ(UUG)-5rps16, psbA-trnH) y uno ADNnr (ITS4-ITSSA)
como candidatos a cédigo de barras de ADN para la autenticacion de la especie. (5) Se purifico y
secuencio doscientas reacciones de PCR. (6) Uso de programas bioinformaticos para el ensamblaje
de secuencias utilizando el software Vector NTI 10.3.0. Alineamiento y verificacién de las secuencias
con ClustalW version 1.81 y NCBI. Identificacion de bloques no informativos en el alineamiento por
Gblock 0.91b8. Composicion haplotipica de cada regiéon con DNAsp v5. Construccion del arbol de
distancia genética a nivel de especies a partir del programa MEGA Version 5. El valor de Bootstrap
para cada cladio fue de quinientas replicaciones.

Resultados

La cuantificaciéon del ADN mediante el protocolo CTAB 1% permitié extraer ADN de manera adecuada
con concentraciones altas entre 60 ng/ul y 80 ng/ul. Ademas, la cantidad de nitritos, carbohidratos
totales y aparicion de RNasa fue muy baja en el pellet haciéndolo viable para su conservacion. Se
obtuvieron alicuotas de manera rapida y menos costosa ya que no se requiere de la utilizacion de
equipos especializados como espectrofotémetros o fluoréometros, pero los reactivos manejados son
toxicos y peligrosos debido a que se tratan con compuestos denominados cancerigenos como CTAB
= bromuro de hexadeciltrimetilamonio, f-mercaptoetanol, EDTA = Acido etilendiaminotetraacético y
fenol cloroformo isoamilico (FCI, 25:24:1) lo que la propone como una metodologia facil y rapida para
la obtencion de ADN total pero con precauciones en su uso. En el Cuadro 1 se observan los marcado-
res AdhC, rpl32-trnl y G3pdh que fueron descartados por su baja tasa de éxito en su amplificacion.
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Cuadro 1. Seleccion de los marcadores para su secuenciacion.

Loci Ampliaciones exitosas Amplificaciones No amplificé Usado para
(bandas individuales) no especificas el estudio
(bandas miltiples)
AdhC 0/20=0% 19/20=95% 1/20=5% No
G3pdh 4/20=20%* 20/20=100% 16/20=80% No
ITS4-ITSSA 20/20=100% 20/20=100% 0/20=0% Si
rpl32-trnL 0/20=100% 20/20=100% 20/20=100% No
nshF-rpl32 20/20=100% 20/20=100% 0/20=0% Si
3’rps 16-5trnK(UUU) 20/20=100% 20/20=100% 0/20=0% Si
trnQ(UUG)- S5’rpsl6 20/20=100% 20/20=100% 0/20=0% Si
psbA-trnH 20/20=100% 20/20=100% 0/20=0% Si
*Muy pocos individuos amplificados
Cuadro 2. Identidad de los cinco marcadores evaluados en la base de datos NCBI.
Loci Ampliaciones exitosas E-valor Identidad
(bandas individuales)
ITS4-1TS5 Curubita moschata 0.0 95%
Curubita pepo 0.0 87%
ndhF-rpl32 Cucumis sativus 0.0 85%
Cucumis sativus cultivar 4E-118 90%
3’rpsl6 S’trnK(UUU) Cucumis sativus 0.0 86%
Cucumis melo 0.0 90%
trnQ(UUG)-5rps16 Cucumis melo 3E-125 87%
Cucumis sativus 2F-140 78%
psbA-trnH Cionosicyos guabubu 3E-104 94%
Cucumis melo subsp. melo 6 E-101 93%

El nivel de identidad se hizo a partir de un BLASTn del NCBI. El marcador ITS4-ITSS5 mostro
discriminacion al diferenciarlo con C mdxima con una identificacion precisa del 87% y 95% a nivel
de género y especie respectivamente (Cuadro 2).

En el Cuadro 3 los marcadores ndhF-rpl32, 3’rps16 - 5trnK(UUU), trnQ(UUG)-5rps16 y ps-
bA-trnH presentaron baja y media variacién, indicando que las secuencias exploradas fueron muy
homogéneas en todas las introducciones. El loci ITS4 - ITSS5, el ilnico marcador ADNnr explorado,
explica con superioridad la gran variabilidad genética existente en la coleccion que los marcadores
ADNcp, confirmando los analisis de Flérez. (2010)

Cuadro 3. Composiciéon haplotipica de cada region. Alta diversidad haplotipica (>0.5) y baja diversidad nucleotidica (< 0.005).

Loci No. de sitios No. de sitios polimérficos Diversidad nucleotidica (Pi) Diversidad haplotipica (Hd)
ITS4-ITS5 714 19 0.02754+0.00746 0.995+0.018
ndhF-rpl32 20 7 0.01766+0.06438 0.533+0.022
3’rps16-5’rps16 1.070 15 0.02163+0.00598 0.958+0.033
trnQ(UUG)-5"rps16 1.062 7 0.19053+0.08682 0.911+0.077
psbA-trnH 335 8 0.05113+0.03643 0.647+0.120

De acuerdo con la evaluacién de los marcadores, el loci que sobresale por la capacidad de
discriminar a nivel de especie es ITS4-ITSS. Se construyé un arbol de distancia genética entre C.
moschata, C. moschata sp. y C. maxima para observar su nivel de asociacion. Se observo una rela-
cion intima entre C. moschatay C. moschata sp. de origen mejicano con un bootstrap de apoyo (BS)
para cada cladio individual de cuarenta y nueve y su distancia de 0.01524 entre los individuos. Al
confrontar con C. maxima, se observa un patron claro de separacion por un valor de 0.09097 entre
los dieciocho individuos de C. moschata y uno de C. moschata sp. (Figura 1).
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Figura 1 Arbol de distancias, basado en el método de Kimura-2-parametros. Se observa la capacidad del loci ITS4 — ITS5
para discriminar C. moschata'y C. maxima

Conclusion

El marcador ITS4-ITS5S del cistron 18S-5.85-26S del ADN ribosomal descrito por Wnite et al. (1990)
encabeza la lista de los marcadores evaluados de mas alta eficiencia en la identificaciéon de espe-
cies, postulandolo como un potente codigo de barras de ADN para C. moschata. Sin embargo, para
validar la informacion se debe evaluar el marcador con otras especies estrechamente relacionadas.
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