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Caracterizacion genética de alimentos de chafiar mediante huella genética
para argumentar su postulacion a Denominacion de Origen

[Genetic charactetization of chafiar foods by means of genetic footprinting to argue their application
for Denomination of Origin]

Roberto Contreras Diaz*, Mariana Arias-Aburto, Vincenzo Porcile Saavedra y Fernanda Aguayo Cruces

Centro Regional de Investigacion y Desatrollo Sustentable de Atacama (CRIDESAT),
Universidad de Atacama, Copiap6, Chile
*Correspondence to: robetto.contreras@uda.cl

Abstract: The seal of origin can contribute to give greater added value to agricultural products in the market, giving differentiation, positioning, reliability and
status. According to INAPI, in order to obtain a seal of origin, the association of the product with its geographical area must be demonstrated. In the following
work we use genetic tools to find the association of foods based on chafiar (Geoffroea decorticans) with its geographical area. In this way, we intend to provide
the first technical background to justify the registration of Denomination of Origen (DO) of foods from chafiar made with raw material from the Copiap6
Valley. For this we develop a genetic characterization of chafiar foods with microsatellite molecular markers (SSR). The results showed that there are exclusive
alleles in chafar flours from different localities in northern Chile, being able to discriminate between chafiar flours from different locations.
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Resumen: El sello de origen puede contribuir a dar mayor valor agregado a productos agropecuarios en el mercado, dando diferenciacion, posicionamiento,
confiabilidad y estatus. Segun el INAPI, para obtener un sello de origen se debe demostrar la asociacién del producto con su zona geografica. En el siguiente
trabajo utilizamos herramientas genéticas para buscar la asociacion de alimentos a base de chafiar (Geoffroea decorticans) con su zona geografica. De esta
manera, pretendemos entregar los primeros antecedentes técnicos para justificar el registro de Denominaciéon de Origen (DO) de alimentos de chafiar
elaborados con materia prima del Valle de Copiap6. Para ello desarrollamos una caracterizacién genética de alimentos de chafiar con marcadores moleculares
microsatélites (SSR). Los resultados mostraron que existen alelos exclusivos en harinas de chafiar procedentes de distintas localidades del norte de Chile,
logrando discriminar entre harinas de chafar de distintas localidades.
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INTRODUCCION

En Chile, existen productos elaborados que gozan de una reputacién especial, derivada de cualidades especificas y
vinculadas a tradiciones y costumbres locales (Romero ef 4/, 2015). En algunos territorios, las personas han construido
una identidad local, un saber hacer que se ha traducido en productos tipicos, asociados a sus recursos naturales,
humanos y sistemas de producciéon. La identidad de un producto es un patrimonio que puede aportar mayor valor
agregado y una mejor visualizacién en el mercado (Romero ez a/., 2015).

En el Valle de Copiapé en la Regién de Atacama, se ofrecen productos artesanales elaborados por microempresas
familiares que tienen como base, materias primas de especies de plantas locales. Un ejemplo es el Chafar, Gegffroea
decorticans (Gillies ex Hook. & Arn.), cuyos frutos se consumen crudos, como harina o mediante la preparaciéon de un
jarabe denominado "arrope" (Reynoso ¢ al., 2016). El chafiar es un arbol nativo perteneciente a la familia Fabaceae y su
distribucién figura en regiones semiaridas (Desierto de Atacama) del norte de Chile, el Chaco paraguayo, el sur de Peru,
Bolivia, el sur de Uruguay y el norte a centro sureste de Argentina (Squeo e al., 2008). En Chile, esta especie lefiosa
habita en valles y oasis desde la regiéon de Arica-Parinacota hasta Coquimbo (Squeo ¢ al, 2008). El chafiar tiene
multiples usos y estd bien adaptado a las condiciones desérticas. Tiene efectos medicinales, como sedante, antitusivo,
expectorante, anticatarral, balsimico, emoliente, antiasmatico, antidiarreico y contra infecciones respiratorias y urinarias
(Hurrell & Ulibarri, 2011; Reynoso ¢ al., 2016; Costagama e¢f al., 2016).

El estado dispone de herramientas legales, como Sello de Origen, para apoyar el desarrollo y proteccién de productos
que cumplan ciertos requisitos para su proteccion (INAPI, 2017). Las herramientas genéticas son utiles para identificar
especies biologicas, materias primas y alimentos procesados, y la validacién de la autenticidad de estos alimentos
depende en gran parte de analisis proteicos y/o secuencias genéticas. Los métodos de base genética son mas eficaces y
se pueden aplicar a matrices de distintos alimentos (Contreras ef al., 2021). Ademas, el ADN brinda mas informacioén
que las proteinas y se pueden encontrar en pequefias trazas de material organico (Galimberti ez a/., 2013). Sin embargo,
actualmente hay pocos estudios detallados sobre trazabilidad genética de materia prima de alimentos a base de chafar.
El objetivo de este trabajo es caracterizar genéticamente harinas de chafiar de diversas localidades del norte de Chile
usando marcadores moleculares SSR, con el fin de justificar la asociacién del alimento con su localizacién geografica, lo
que permitiria apoyar técnicamente una solicitud de DO.

METODOLOGIA

Material de estudio

Se colectaron 50 frutos de chafiar en diferentes localidades del norte de Chile: Valle de Azapa (Regién de Arica-
Parinacota; 18°30'54.2"S 70°11'22.0"W), pueblo de Pachica (Regiéon de Tarapacd; 19°51'48.8"S 69°24'38.5"W), San
pedro de Atacama (Regién de Antofagasta; 22°57'15.2"S 68°13'48.1"W), Valle de Copiap6é (Regién de Atacama;
27°20'12.3"S 70°35'45.1"W)). En total se colectaron 350 frutos de chafiar procedentes de distintas regiones del norte de
Chile. Para preparar harina de chafiar se extrajo aprox. 5 mg de mesocarpio de cada fruto de chafiar por localidad,
moliéndose el material en un mortero hasta lograr un polvo fino. En el caso de tejido de hojas, se colecté 10 gr de hojas
de arboles de chafiar de distintas localidades.

Extraccion de ADN de hojas y harina de chafar

La extracciéon de ADN para harina y hoja de chafiar se realizé con el método CTAB-Fenol-Columna desctito por
Contreras ¢ al. (2019). La calidad del ADN extraido de harina de chaflar se verific6 mediante un
nanoespectrofotdometro COLIBRI microvolumen.

Amplificacién con marcador SSR

Se evaluaron 7 microsatélites (SSR) descritos por Naciri-Graven ef al. (2005), en reacciones SSR-PCR con ADN de
Geoffroea decorticans (chafiar), siendo seleccionados finalmente cinco microsatélites por mostrar amplificacién de PCR de
acuerdo al tamafio esperado, estos cinco SSR son: Gsp.B264, Gsp.A021, Gsp.A149, Gsp.B284 y Gsp.A104. Todas las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 20 pL, el cual contenfa 10 pL. de SapphireAmp PCR
Master Mix 2X (Takara), 1 pL de primer forward (5 pM), 1 puL. de primer reverse (5 pM) y 8 pL. de ADN genémico
total (1 ng/uL). La amplificacion se realiz6 en un termociclador Swift MaxPro (ESCO) con las siguientes condiciones:
una desnaturalizacién inicial a 94°C durante 4 minutos, seguida de 45 ciclos de 35 segundos a 94°C, 35 segundos a 50°C
(segun descrito por Naciri-Graven et al., 2005), y 35 s a 72°C, con una extensioén final a 72°C durante 4 min. Se
realizaron reacciones SSR-PCR por duplicado, y fueron cargados en un secuenciador automatico ABI3730XL con el fin
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de obtener los tamafios de alelos de cada muestra (hoja y harina), usando ademas un marcador estandar interno de
tamafio conocido, Genescan-400 Rox (Applied Biosystems). Los datos obtenidos del analisis de fragmento tanto de
hoja y harina fueron observados en el software Peak Scanner (Applied Biosystems, version 1.0).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron analisis SSR-PCR de muestras de hojas de Chafiar (control positivo) y de productos alimenticios de
chafiar, para corroborar tamafios de fragmentos esperados. En la Figura N° 1 se puede observar la diversidad de alelos
amplificado con los marcadores Gsp.B284 y Gsp.B264 a partir de hojas arboles de chaflar de diferentes zonas
geograficas. En la Figura N° 1A se observa los alelos 307/317 (materno y paterno) obtenido con la muestra de Pachica,
los alelos 303/317 obtenido con la muestra de Azapa, los alelos 309/343 obtenidos con la muestra de San Pedro de
Atacama y los alelos 297/303 obtenidos con la muestra de Copiap6. Por otro lado, la Figura N° 1B se observa los alelos
174/176 obtenido con la muestra Azapa, los alelos 172/174 obtenidos con la muestra San Pedro de Atacama y los
alelos 168/174 obtenidos con la muestra Copiapé. Los tamaifios de los alelos obtenidos de ADN de hoja de arboles de
distintas zonas geograficas fueron 297, 303, 307, 309, 317 y 343 con el marcador Gsp.B284 y los alelos 168, 172, 174 y
176 con el marcador Gsp.B264 (Figura N° 1). Estos tamafios de alelos son similares a los observados en harinas de
chafiar, como se puede observar en las Figuras N° 2 y N° 3.
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Figura N° 1

Electroferograma de productos de PCR de cuatro arboles de chafiar de Pachica, Valle de Azapa, San Pedro de
Atacama y Copiap6 obtenido con el marcador SSR Gsp.B284 (A). Electroferograma de productos de PCR de
tres arboles de chafar del Valle de Azapa, San Pedro de Atacama y Valle de Copiap6 obtenido con el
marcador SSR Gsp.B264 (B)

Dentro de las acciones mas importantes del trabajo, se pretende buscar la caracterizacién genética de alimentos de
chafiar de distinta procedencia del norte de Chile. Para ello se realizaron andlisis de fragmento de productos de PCR con
ADN de harina de chafar de cinco localidades, Azapa, Pachica, San Pedro, Calama y Copiapd, usando cinco
marcadores moleculares microsatélites Gsp.B264 y Gsp.A021, GspB284, Gsp.A104 y Gsp.A149 (Figuras N° 2 y N° 3).
Se detecté un alelo exclusivo de 168 pb en harina de chafiar de Copiap6 con el marcador Gsp.B264, no siendo
encontrado en harinas de Azapa, Pachica, Calama y San Pedro de Atacama. Asi también, se observaron alelos exclusivos
de harina de Copiapé de 276 pb, 287 pb y 107 pb con el marcador Gsp.021, Gsp.B284 y Gsp.A149, respectivamente
(Figuras N° 2 y N° 3). Por otro lado, se detectaron fragmentos exclusivos en harinas de otras localidades que no estan
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presentes en muestras de harina de Copiap6. En los andlisis de fragmento de harina de San Pedro de Atacama se
pueden observar alelos exclusivos de 209 pb y 232 pb con el marcador Gsp.B284 y Gsp.A104, respectivamente (Figuras
N° 3A y N° 3B). Asf también, en la harina de Azapa se observan alelos exclusivos de 292 pb y 133 pb con los
marcadores Gsp.B284 y Gsp.A149, respectivamente (Figuras N° 3A y N° 3C). Estos polimorfismos observados con
matcadores SSR en frutos de chafiar (que en algunos casos podtian ser pseudogenes) pueden apoyar la justificacién de
DO de la harina de chafar del Valle de Copiapé y también de otras localidades del norte de Chile.

A partir de la aplicacién de microsatélites en harina de chafar, se logré discriminar la hatina del Valle de Copiapd de
otras zonas geograficas del norte de Chile donde estd establecida la especie. En un estudio desarrollado por Martins-
Lopes et al. (2008), descubrieron una asociacion de cultivares de olivo aceitero con su zona geografica, aportando su
caracterizacién a la proteccién con denominacién de origen (DO) de variedades portuguesas, todo ello con marcadores
RAPD, ISSR y SSR. En Francia los clones de vides poseen naturalmente su propia huella genética para el control de
denominacién de origen de vinos, evidenciado con marcadores de ADN. Por otro lado, algunos mostos mezclados con
dos diferentes cultivares pueden ser identificados con marcadores SSR en el mismo producto y por separado
(Rodriguez-Plaza et al., 2006; Faria ef al., 2008). El coédigo genético es eficaz para garantizar el origen y calidad de
materias primas y la deteccion de adulteraciones que ocurren en las cadenas industriales de alimentos, como la mezcla
de productos de diferentes taxones.

En conclusion, este trabajo describe por primera vez un método para discriminar harinas de chafiar de distintas zonas
geograficas del norte de Chile a partir de marcadores microsatélites. La informacién obtenida podria justificar
técnicamente la DO de la harina de chafiar del Valle de Copiapd, con el fin de contribuir a un mayor valor agregado del
producto, como también, mejorar el control de calidad y autenticidad.
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Figura N° 2

Caracterizacion genética de harina de chafiar de cinco localidades del norte de chile con (A) el
marcador Gsp.B264 y (B) con el marcador Gsp.A021
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Figura N° 3

Caracterizacion genética de harina de chafiar de cinco localidades del norte de chile con el marcador
Gsp.B284 (A), con el marcador Gsp.A104 (B) y con el marcador Gsp.A149 (C)
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