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CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MOLECULAR DE LAS COLECTAS
CENTRALES DE CHILE GUAJILLO Y PASILLA

Veronica Trujillo Pahua, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN

La diversidad de chiles en México es amplia y su uso tiene gran importancia en la gastronomia.
Los chiles tipo guajillo, pasilla y puya figuran entre los mas utilizados para la preparacion de
platillos regionales. Una de las formas para conocer y cuantificar su diversidad es mediante la
caracterizacion, ya sea a nivel bioquimico, molecular o morfologico. En particular, la
caracterizacion a nivel bioquimico permite identificar y cuantificar metabolitos secundarios de
interés, en tanto que a nivel molecular se puede obtener informacion de la estructura genética de
las poblaciones y parametros de diversidad, entre otros. Sin embargo, la mayoria de estos
estudios se ha enfocado en muestras que no siempre representan claramente la variacion dentro
de un tipo de chile, por lo que es necesario realizar estudios con un nimero mayor de accesiones
representativas, utilizando colectas centrales, para generar una base amplia de conocimiento. Por
lo anterior, el objetivo de este estudio fue realizar una caracterizacién bioguimica y molecular de
dos colectas centrales, una de chile guajillo (15 poblaciones) y otra de chile pasilla (11
poblaciones), ademas de cinco accesiones de chile puya. La caracterizacion bioquimica se hizo
mediante espectrofotometria y cromatografia de liquidos de alta resolucion y la molecular se
realiz6 con 15 loci de microsatélites. En cuanto a la caracterizacion bioquimica, el chile puya
mostré el mayor contenido de capsaicinoides, y el chile pasilla presentd el mayor contenido de
carotenoides y de flavonoides. Se observé una amplia variabilidad en el contenido de los

metabolitos secundarios cuantificados. También se encontr6 un comportamiento diferencial en



los dos ambientes. En relacion al color, el chile pasilla present6 un color rojo obscuro, y el chile
guajillo y puya un rojo claro brillante. Por otro lado, en la caracterizacion molecular de las
poblaciones de chile se detectaron 137 alelos, 7.67 alelos por locus para el chile guajillo, 6.47
alelos para pasilla y 5.27 para puya, y un polimorfismo general de 88.9%. Se encontrd un exceso
de heterocigotos en sus poblaciones. Los estadisticos de F indicaron que la variacion es mayor
dentro de tipos de chile que entre tipos de chile. En el analisis de componentes principales se
formaron cuatro grupos, coincidiendo con el analisis de conglomerados para las mismas
poblaciones, lo que indica que las poblaciones dentro de un mismo grupo comparten los mismos
alelos. La similitud esperada entre chile guajillo y chile puya no fue visible, ya que el chile
guajillo comparte alelos con algunas poblaciones de chile pasilla y éste ultimo comparte alelos
también con chile puya, sin existir relacion genética con este analisis entre guajillo y puya. La
diversidad bioguimica y molecular que se encontré en este estudio permite identificar la
variabilidad entre y dentro de los chiles guajillo, pasilla y puya, misma que podria ser utilizada

en programas de conservacion y mejoramiento genético.

Palabras clave: Capsicum annuum, caracterizacion, diversidad, metabolitos secundarios,

microsatélites.



BIOCHEMICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CORE
COLLECTIONS OF CHILE GUAJILLO AND PASILLA

Veronica Trujillo Pahua, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

The diversity of chiles in Mexico is large and their use is of great importance in gastronomy.
Chiles guajillo, pasilla and puya are among the most used in the preparation of regional dishes.
One way of identifying and quantifying Capsicum diversity is by characterizing it, at
biochemical, morphological or molecular level. Particularly, a biochemical characterization
allows to identify and quantify secondary metabolites of interest, while a molecular
characterization gives information about the genetic structure of populations, genetic diversity
parameters, among other pieces of information. However, most of these studies have focused on
a small number of accessions that do not clearly show the variation within a type of chile. Thus,
it is necessary to carry out studies using a larger number of representative populations, using core
collections, to generate a broad base of knowledge. Therefore, the aim of this study was to
biochemically and molecularly characterize a core collection of chile guajillo (15 accessions),
another of pasilla (11 accessions), and five additional accessions of chile puya. Biochemical
characterization was performed wusing spectrophotometry and high pressure liquid
chromatography, and molecular characterization was carried out with 15 microsatellite loci. As
for the biochemical characterization, chile puya had the highest capsaicinoids content, and the
pasilla type had the highest content of carotenoids and flavonoids. It was found that the core

collections had a wide variability in the content of secondary metabolites. A differential behavior



was also found in the two environments evaluated. Regarding to the color, pasilla type had a dark
red color, and chiles guajillo and puya a bright light red. On the other hand, in the molecular
characterization of chile accessions, 137 alleles were detected, 7.67 alleles per locus for chile
guajillo, 6.47 alleles for chile pasilla, and 5.27 alleles for chile puya, and an overall
polymorphism of 88.9%. An excess of heterozygotes was found in chile accessions. The F
statistics showed that the variation is greater within chile accessions from the same type that it is
among types of chile. The principal component analysis resulted in four groups, coinciding with
the dendrogram for the same accessions, which indicates that accessions within the same group
share the same alleles. The expected similarity between chile guajillo and chile puya was not
visible, since chile guajillo shares alleles with some pasilla accessions and the latter also shares
alleles with chile puya, without showing a clear genetic relation between chiles guajillo and puya
in this study. Biochemical and molecular diversity found in this study allows to identify the
variability among types of chile and within chiles guajillo, pasilla, and puya, and this germplasm

variability could be used in conservation and breeding programs.

Keywords: Capsicum annuum, characterization, diversity, microsatellite, secondary metabolites.
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CAPITULO I
INTRODUCCION GENERAL

El chile (Capsicum spp.) pertenece a la familia Solanaceae, con cinco especies domesticadas
(Moscone et al., 2006), siendo C. annuum L. la mas conocida y de mayor importancia econémica
a nivel mundial (Bosland, 1994). El género C. annuum presenta la mayor diversidad tanto en
tipos cultivados como silvestres, y en México existen alrededor de 64 de ellos, entre los mas
destacados por su consumo se encuentran el tipo serrano, jalapefio, guajillo, pasilla y ancho,

cultivados principalmente en el norte y el centro de México (Aguilar-Rincon et al., 2010).

Aunqgue hay una gran diversidad de chiles, existe el riesgo de perder ésta en forma parcial por
factores bioticos y abioticos; para evitarlo es necesario conocer los recursos fitogenéticos a nivel
de especie o poblacion, mediante la caracterizacion morfoldgica, bioquimica y molecular. Lo
anterior es importante para conocer sus caracteristicas, clasificar los materiales y utilizarlos en
programas de mejoramiento genético que permitan conservar los recursos. Entre los trabajos de
caracterizacion en C. annuum estan los morfol6gicos (Moreno-Pérez et al., 2011), bioquimicos
(Moran-Bafiuelos et al., 2008) y moleculares (Contreras et al., 2011), que han aportado

conocimiento valioso acerca de la diversidad dentro de la especie en diferentes tipos de chile.

La caracterizacion de especies o poblaciones se apoya en herramientas y técnicas diversas. En
el caso de la caracterizacion morfologica cominmente se utilizan descriptores (IPGRI, 1995), en
la bioquimica una de las tecnicas mas comunes para determinar presencia y concentracion de
metabolitos secundarios es la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) (Wahyuni et
al., 2011), y en la molecular actualmente se utilizan las técnicas basadas en el analisis de DNA

como RFLPs, AFLPs, SSR, SNPs 0 QTLs (Bajaj, 1988).



En el caso particular de los chiles guajillo y pasilla, aunque son de los mas consumidos en
México, aun falta informacion en cuanto a su estructura genética y contenido de compuestos
bioquimicos de interés, y han sido pocos los estudios en C. annuum realizados en algln tipo
especifico de chile, sin haber estudios en particular acerca de guajillo y pasilla. Por lo anterior y
como parte de la necesidad de generar conocimiento de la diversidad en estos tipos de chile, el
objetivo de esta investigacion fue caracterizar bioquimica y molecularmente dos colectas
centrales, una de chile guajillo (15 accesiones) y otra de chile pasilla (11 accesiones) para
conocer su estructura y diversidad genética, ademas del contenido de algunos metabolitos

secundarios de interés.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

e Realizar una caracterizacion molecular y bioquimica de las colectas centrales de los

chiles guajillo y pasilla.

1.1.2. Objetivos especificos

e  Cuantificar el contenido total de capsaicinoides, carotenoides y flavonoides, asi
como determinar el color de fruto seco de las colectas centrales de los chiles guajillo y

pasilla.

e  Caracterizar molecularmente las colectas centrales de chile guajillo y pasilla,
mediante microsatélites (SSR), para determinar estructura y diversidad genética entre y

dentro de tipos de chile.



1.1.3. Hipdtesis

Existe amplia variacion en el color y la concentracién de metabolitos secundarios en los tipos

de chile guajillo y pasilla.

En las colecciones nlcleo de chile guajillo y pasilla existe una amplia diversidad genética

dentro y entre poblaciones.

1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1. Diversidad y recursos genéticos de C. annuum

El término de diversidad genética dentro de una especie se define como el nimero total de
caracteristicas que ésta presenta, y la variabilidad genética es una medida de la tendencia de los
genotipos de una poblacion a diferenciarse, lo que permite la evolucion de las especies. La
mayor diversificacion de una especie puede ocurrir en regiones diferentes a las de su origen, por
lo que los centros de diversificacion pueden no ser el centro de origen de una especie

(CONABIO, 2014).

México ocupa el cuarto lugar dentro del grupo de los 17 paises megadiversos, con una
importante riqueza de endemismos y variabilidad genética, resultado de la diversificacion natural
y cultural del pais (Pifiero et al., 2008). Estudios evolutivos sugieren que el origen de los chiles
del género Capsicum fue en Bolivia sur central, con migracion a los Andes y tierras bajas de la

Amazonia, generando asi su especiacion (McLeod et al., 1982; McLeod et al., 1983).

En cuanto a las especies del género Capsicum se reconocen 31, con un nimero cromosomico
basico n=12, excepto para C. campylopodium, C. cornutum, C. lanceolatum, C. mirabile C.
romboideum, C. villosum con un numero béasico de n=13 (Tong y Bosland 2003; Toniolo y

Schifino-Wittmann, 2006; Moscone et al., 2006). Del namero total de especies de Capsicum, 5
3



de ellas son domesticadas: C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens, y C. pubescens

(Barboza, 2011; Moscone et al., 2006).

De las cinco especies domesticadas, Capsicum annuum var. annuum es la mas importante en
México y el mundo, agrupa la mayoria de los tipos cultivados en el pais y presenta gran
diversidad en forma, color, sabor, pungencia y adaptacion. Entre los tipos de chile mas
importantes se encuentran el chile ancho, serrano, jalapefio, morrén, mirasol, pasilla y mulato
(Pozo et al., 1991) y en México se encuentran hasta 64 tipos distintos de chile (Aguilar-Rincon et

al., 2010).
1.2.2. Produccién de C. annuum

La produccion de chile verde a nivel mundial se estimé para el afio 2013 en 31 131 225.56 t,
siendo China el principal productor con 15 823 000 t en el mismo afio. México se encuentra entre
los primeros cinco paises productores de chile en el mundo, con una produccion de 2 294 400 t
en 2013 (FAOSTAT, 2015). En una descripcion detallada acerca de la produccién de los chiles
guajillo, pasilla y puya, SAGARPA-SIAP (2015) reporta que a nivel nacional el chile guajillo
tuvo una superficie sembrada de 5 249 ha, con un rendimiento promedio de 1.79 t ha™ y un
precio de venta de $ 36 411.36 por tonelada; el chile pasilla tuvo una superficie sembrada de 2
913.50 ha, un rendimiento promedio de 1.59 t ha™ y un precio de venta de $ 48 034.70 por
tonelada; por altimo el chile puya con una superficie sembrada de 5 492 ha, un rendimiento de

1.61 tha™ y un precio de venta de $ 36 103.30 por tonelada.
1.2.3. Importancia de la caracterizacion de los recursos fitogenéticos de C. annuum

Realizar la caracterizacion en el germoplasma de una especie permite la conservacion y la

utilizacion de esos recursos genéticos en programas de mejoramiento (Rana et al., 2014). Con la

4



caracterizacion se obtiene informacion general o especifica de la variabilidad dentro de las

poblaciones analizadas, en aspectos bioquimicos, morfoldgicos o moleculares.

La utilizacion de colecciones nlcleo permite optimizar recursos y obtener informacion amplia
de las poblaciones en estudio sin la repeticion de colectas. Una coleccion ndcleo es un conjunto
limitado de accesiones que representa la diversidad genética de una especie cultivada o de sus
parientes silvestres, la coleccion nicleo no remplaza la poblacién original de mayor tamafio de la
cual se obtiene (Frankel, 1984; van Hintum et al., 2003) y proporcionara una vision general de

las caracteristicas de la coleccién completa (van Hintum et al., 2003).

Brown (1989) sugiere que la coleccion ndcleo no sea mayor del 10% de la coleccion completa
y debe tener al menos 70% de la variacion contenida en dicha coleccion. La mayoria de las
colecciones nucleo constan de entre 5% y 20% del tamafio de las colecciones de las cuales se

extrajeron (van Hintum et al., 2003).

En el caso de la especie C. annuum hay multiples estudios enfocados a conocer su diversidad
mediante la caracterizacion de germoplasma, por ejemplo desde los basados en cariotipos
(Pickersqill, 1997) e isoenzimas (Loaiza-Figueroa et al., 1989), hasta los anélisis de diversidad a
nivel de secuencia de nucleétidos en estudios evolutivos y genealogias de poblaciones (Aguilar-
Meléndez et al., 2009) y otros mas enfocados en la diversidad intra e interespecifica (Hernandez-

Verdugo et al., 2008).
1.2.4. Compuestos bioquimicos en C. annuum

Producto del metabolismo secundario, las plantas de algunos grupos taxondémicos producen
compuestos no esenciales en la sobrevivencia del organismo pero con un papel importante para

su sobrevivencia en el ecosistema, formados a partir de uno 0 mas metabolitos primarios a traves
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de diferentes rutas biosintéticas (Figura 1.1). Estos metabolitos secundarios proporcionan

defensa, atraccion y proteccion UV principalmente (Bennett, 1995).

Los diferentes compuestos fitoquimicos producidos por C. annuum derivados del metabolismo
secundario proporcionan su color, sabor y picor, siendo estos los atributos mas importantes
cuando se le usa como especia en la gastronomia mexicana (Barceloux, 2009; Guzman et al.,

2011).

En los compuestos fitoquimicos que produce el chile se encuentran pigmentos, capsaicinoides
y vitaminas A, B y C. Los pigmentos se dividen en tres clases: clorofila, antocianinas y
carotenoides (Guzman et al., 2011). Estos Gltimos proporcionan un alto nivel nutricional y color
al fruto, ademés de que también tienen un efecto de remocidn de radicales libres (Gomez-Garcia

y Ochoa-Alejo, 2013).
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En cuanto a los capsaicinoides, éstos son alcaloides que proporcionan a los chiles la
caracteristica de pungencia (Aza-Gonzalez et al., 2011), y algunos estudios mencionan que
presentan propiedades antitumorales e incluso curativas en diferentes tipos de cancer (Pramanik

y Srivastava, 2013).

Por otro lado, los flavonoides son compuestos fendlicos con propiedades nutracedticas para el
consumo humano, a nivel de planta su funcién es como atrayente y participa directamente en la
coloracion de flores y frutos principalmente (Hevert-Hernandez et al., 2010; Vera-Guzman et al.,

2011).

Existen diversos estudios enfocados al conocimiento de compuestos bioquimicos en diferentes
tipos de chile, desde los que abarcan evaluaciones fitoquimicas en general (Marin et al., 2004;
Vera-Guzman et al., 2011), hasta el analisis particular de algin compuesto como el contenido de
carotenoides y color (Méndez-Trujillo et al., 2005), la caracterizacion de antioxidantes (Hevert-
Hernandez et al., 2010) y la determinacion de capsaicinoides (Al Othman et al., 2011), entre

otros.

1.2.5. Capsaicinoides

Los capsaicinoides son compuestos que pertenecen al grupo de los alcaloides, formados por
amidas acidas de la vanillilamina y &cidos grasos de cadena ramificada de 9 a 11 carbonos,
formados a partir de fenilalanina y valina (Collins et al., 1995; Zewdie y Bosland, 2000), se
produce sélo en las plantas del género Capsicum spp. Y su funcion es la de proteccion contra
patdgenos y hervivoros (Aza-Gonzélez, 2011). Los dos capsaicinoides mas abundantes en chile
son capsaicina (8-methyl-N-vanillyl-trans-6-nonenamide) y dihidrocapsaicina, constituyendo

aproximadamente el 90% del total de los capsaicinoides (Giuffrida et al., 2013). Estos
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capsaicinoides son secretados extracelularmente dentro de receptaculos entre la cuticula y la
epidermis de la placenta en estructuras llamadas “blisters” (Stewart et al., 2007). Estos
receptaculos son macroscopicamente visibles y aparecen como gotas encima de la placenta del
chile (Guzmén et al., 2011). El contenido de capsaicina es un pardmetro importante que
determina la calidad comercial de un chile (Al Othman et al., 2011). Por lo tanto el manejo
genético ha incrementado el contenido de capsaicinoides en diferentes tipos de chile, buscando

especies o variedades ricas en este alcaloide (Sathiyamurthy et al., 2002).

1.2.5.1. Biosintesis de capsaicinoides

En el metabolismo primario se producen los precursores para la sintesis de capsaicinoides
(Figura 1.1) derivados de los aminoacidos fenilalanina y valina o leucina, respectivamente (Aza-
Gonzalez et al.,, 2011). Los capsaicinoides son sintetizados a partir de dos vias: la del

fenilpropanol y la via de acidos grasos de cadena ramificada (Figura 1.2.).

La primera prueba desarrollada para medir la pungencia fue la prueba de Scoville, desarrollada
por Wilbur Scoville en 1912 (Scoville, 1912) y fue un método organoléptico. Con la escala
Scoville de Picor se definieron cinco niveles para clasificar la pungencia de los chiles: no-
pungente (0-700 SHU), medianamente pungente (700-3 000 SHU), moderadamente pungente (3
000-25 000 SHU), altamente pungente (25 000-70 000 SHU) y extremadamente pungente (>80
000 SHU) (Weiss, 2002).

Actualmente, para el analisis de la cuantificacion de capsaicinoides en forma individual se
utiliza la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), ya que es un método aceptado y que

brinda una cuantificacion precisa (Collins et al., 1995).
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Figura 1.2. Biosintesis de capsaicina (Vazquez-Flota et al., 2007).

1.2.6. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos que tienen funcién a nivel de organelos y celular, brindando
protecciéon contra el dafio oxidativo y como atrayentes para los polinizadores y agentes de
dispersion de semillas (Schemske y Bradshaw, 1999; Sandmann, 2001). La propiedad de
absorber luz se deriva de la presencia de siete 0 mas enlaces dobles conjugados con posibilidad

de absorber luz visible; su coloracién va del amarillo al rojo (Sun-Hwa et al., 2007).
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Hay dos clases de carotenoides, a) los compuestos por carbono e hidrogeno y b) las xantofilas,

compuestas por carbono, hidrégeno y oxigeno (Guzman et al., 2011).

En frutos maduros de chile, el metabolismo de carotenoides y su acumulacion en los
cromoplastos del pericarpio dan como resultado los colores amarillo, naranja y rojo (DellaPenna
y Pogson, 2006). Los carotenoides que se presentan en mayor cantidad son los ceto-carotenoides
a los que corresponden la capsantina y capsorrubina, que son sintetizados durante la maduracién
del fruto, contribuyendo a la coloracion roja del mismo, mientras que beta-caroteno, zeaxantina,

luteina y betacriptoxantina son responsables del color amarillo-naranja (Reeves et al., 2013).

1.2.6.1. Biosintesis de carotenoides

Los carotenoides pertenecen al grupo de los tetraterpenos; el precursor de éstos es el isopentenil
pirofosfato (IPP) (Figura 1.3). La biosintesis de carotenoides inicia con la via del mevalonato,
que a partir de acetil coenzima A produce IPP, que en muchos casos se isomeriza a dimetialil
pirofosfato (DMAPP), al cual se le adicionan tres moléculas mas de IPP para formar geranil
geranil pirofosfato (GGPP), reaccion catalizada por la enzima GGPP sintasa; a partir de GGPP
son diversas las rutas mediante las que se forman carotenoides y xantofilas (Gémez-Garcia y
Ochoa-Alejo, 2013).

Una particularidad de los carotenoides es que son estables cuando se encuentran en los tejidos de
la planta (intactos), pero al ser extraidos y aislados son vulnerables a los efectos de la

temperatura, la luz y el oxigeno (Klieber y Bagnato, 1999).
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Figura 1.3. Biosintesis de carotenoides (Gomez-Garcia y Ochoa-Alejo, 2013).
1.2.7. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales, formados por compuestos fenolicos, presentes en
vegetales, y constituyen la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas
(Escamilla et al., 2009); estos pigmentos tienen la capacidad de proteger contra el dafio

oxidativo, como los rayos ultravioleta, contaminacion y sustancias quimicas (Aherne y O’Brien,

2002).
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La diversidad en formas y funciones que presentan los flavonoides han permitido tener una
base importante para su investigacion en &reas de genética, bioquimica, evolucion de la salud
humana y nutricion (Grotewold, 2006). En el campo de la nutricidn se considera que el mayor
ingrediente nutracéutico en las plantas son los flavonoides, término que se refiere a cualquier
alimento que provee beneficios a la salud, incluyendo la prevencion y tratamiento de algunas
enfermedades (Lin y Weng, 2006). La quercetina y la luteolina son los principales flavonoides

presentes en chile (Howard et al., 2000).

1.2.7.1. Biosintesis de flavonoides

En cuanto a la estructura quimica de los flavonoides, éstos son compuestos de bajo peso
molecular con un esqueleto comin de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico) (Bors et al., 1990). Esta
estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C. En
funcion de sus caracteristicas estructurales, los flavonoides se pueden clasificar en flavanos
(como la catequina), flavonoles (quercitina), flavonas (diosmetina) y antocianidinas (Letan,

1966).

La sintesis de flavonoides comienza con la ruta del &cido shikimico donde se incorpora una
molécula de PEP para formar la fenilalanina, posteriormente con la enzima fenilalanina
amonioliasa (PAL) se transforma en acido cindmico, después se incorpora un grupo hidroxilo
para formar acido p-cumarinico, y mediante la enzima CoA ligasa se transforma en cumaril-
SCoA que da origen a los diferentes tipos de flavonoides presentes en plantas (Figura 1.4)

(Grotewold, 2006).
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Los flavonoides se pueden clasificar de acuerdo a su origen biosintético. Algunos son
intermediarios de la ruta biosintética (chalconas, flavononas y flavanon-3-oles y flavan-3,4-
dioles) o productos finales de la misma (antocianinas, flavonas, flavonoles, proantocianidinas) y

otros son isoflavonoides (Giovannoni, 2004).
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Figura 1.4. Biosintesis de flavonoides (Grotewold, 2006).

Los métodos mas comunes de cuantificacion de flavonoides pueden ser colorimétricos o
espectrofotométricos, aunque la cromatografia de liquidos de alta resolucion hace posible una

estimacion répida y precisa de todos los flavonoides presentes en una muestra, por lo que es
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utilizada ampliamente para su cuantificacion, ademéas de métodos como la resonancia magnética
nuclear y la espectrometria de masas (Stalikas, 2007).

1.2.8. Medicion del color mediante colorimetria triestimulo

Para el caso particular del color de un fruto de chile hay que mencionar que éste es un atributo
de calidad, tanto para los que se consumen en fresco o seco, como para las variedades que se
destinan para la obtencion de colorantes naturales y oleorresinas (Gémez-Ladrén de Guevara et
al., 1996), ya que en la industria alimenticia se buscan variedades con altos contenidos de

carotenoides, compuestos relacionados con el color.

La determinacion del color es una interpretacion subjetiva, por lo tanto es dificil comunicar
objetivamente un color especifico; es por esto que se utilizan instrumentos de medicion para
distinguir un color de todos los demas, asignandole un valor numérico. Los instrumentos mas
utilizados son los espectrofotdmetros, aunque también estan los colorimetros, instrumentos
triestimulares que asemejan su respuesta a la del ojo humano en cuanto a la percepcion del color

y la luz (XRite, 2002).

La CIE (Commission Internationale de I'Eclairage) en 1931 estandariz6 las fuentes de luz,
observador y metodologia para encontrar los valores para la descripcion del color. Los sistemas
CIE usan tres coordenadas para ubicar el color: a) CIE XYZ, b) CIE L*a*b* y c) CIE L*C*h°.
Estas escalas se basan en la teoria de los colores opuestos. La escala CIELCH derivada de
CIELAB emplea coordenadas polares en lugar de coordenadas cartesianas, haciendo més sencilla

su interpretacion (XRite, 2002).

La coordenada L expresa el grado de luminosidad del color medido en una escala de 0 (negro)

a 100 (blanco); la coordenada “a” expresa el grado de rojo y verde (“a” negativa = mas verde;
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“@” positiva = més rojo) y la coordenada “b” expresa el grado de azul y amarillo (“b” negativa =

maés azul; “b” positiva = més amarillo) (Valero y Ruiz, 1998).
1.2.9. Andlisis molecular

1.2.9.1. Marcadores moleculares

Un marcador molecular es una secuencia de DNA situada en alguna posicién especifica del
genoma, y su presencia permite identificar un gen de interés (Xu, 2010). Los marcadores
moleculares se han convertido en herramientas importantes para hacer seleccion en el
mejoramiento genético, en la diversificacion de genotipos y en estudios de evolucion vy

organizacion de los genomas vegetales (Dettori et al., 2001).

La utilizacion de un marcador molecular puede realizarse en cualquier etapa del individuo, ya
que éstos no se ven influenciados por el ambiente, permiten una deteccion temprana, son
universales y utilizan poca cantidad de DNA para realizar el analisis; sin embargo tienen un
costo elevado, se necesita de personal calificado, equipo sofisticado y un nivel elevado de control
para evitar la contaminacion (Agarwal et al., 2008). Entre las aplicaciones de los marcadores
moleculares se encuentran analisis filogenéticos y sistematicos, estudios de biologia de
conservacion, ecologia molecular y la biologia del desarrollo, asi como pruebas de enfermedad y

paternidad (Poczai et al., 2013).

Existen dos tipos de marcadores moleculares: los marcadores bioquimicos y los marcadores de

DNA.

Los marcadores bioquimicos incluyen a las proteinas y las isoenzimas o aloenzimas y
constituyen la primera generacion de marcadores moleculares. Las proteinas son los productos

primarios de los genes y se forman mediante los procesos de transcripcion y traduccion, por lo
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que se ven menos influidos por el ambiente. La identificacion de las isoenzimas es mediante
“electroforesis”. La técnica es relativamente barata, accesible y no destructiva; las isoenzimas

han sido sustituidas por los marcadores de DNA.

Por otro lado, los marcadores de DNA se pueden agrupar en tres categorias: las de hibridacion
tipo Southern, las de reaccion en cadena de polimerizacién (PCR) y las que combinan PCR o sus

productos de DNA con la hibridacion tipo Southern.

La hibridacion consiste en la formacion de una molécula de doble cadena mediante el
apareamiento o union de bases complementarias de dos moléculas de una sola cadena, y explora
las variaciones en la longitud o tamafio de los fragmentos de DNA ocasionadas por
endonucleasas. Mediante esta técnica se realizan los RFLP (polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion) y los VNTR (secuencias adyacentes que se repiten en nimero

variable) (Sehgal y Raina, 2008; Varshney et al., 2007).

Los marcadores de DNA que utilizan la técnica de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa),
amplifican fragmentos de DNA a partir de secuencias de nucledtidos denominadas “cebador”
(primer), que son capaces de reconocer una secuencia blanco para la cual es complementaria.
Dentro de esta metodologia se encuentran los RAPD (DNA polimérfico amplificado al azar),
SSR (microsatélites), AFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados) y DAF
(amplificacion de huellas del DNA), entre otros (Kalia et al., 2011). Dentro de las metodologias
que combinan la PCR o sus productos de DNA mas la hibridacion tipo Southern, estan los
RAHM y RAMPO (amplificacion aleatoria del polimorfismo de microsatélites) (Rajwant et al.,

2011).
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1.2.9.2. Microsatélites

Los microsatélites conocidos como SSRs (simple sequence repeats), STRs (short tandem
repeats) o STMS (sequence-tagged microsatellite sites) son repeticiones en tdndem con
secuencias motivo que pueden ser mono, di, tri, tetra o penta unidades de nucleotidos (Alvarez,
2011). Son marcadores genéticos muy utilizados ya que son codominantes, abundantes en el

genoma, polimorficos, y su método es altamente reproducible (Agarwal et al., 2008).

Diversos estudios en los que han utilizado marcadores moleculares, particularmente
microsatélites, han servido para la conservacion, utilizacion y conocimiento de los recursos de
chile (Rana et al., 2014), en estudios evolutivos (Paran y van der Knaap, 2007), de diversidad
genética (Contreras et al., 2011; De Teodoro-Pardo et al., 2007; Ved et al., 2013) y de

caracterizacion molecular (Lee et al., 2004) por mencionar solo algunos.

Los microsatélites pueden ser usados eficazmente para establecer las relaciones genéticas entre
poblaciones y razas, de gran utilidad en la evaluacion global de la diversidad (dentro y entre
poblaciones), y utilizar la informacion generada para tomar decisiones en programas de

conservacion y mejoramiento animal y vegetal (Aranguren-Méndez et al., 2005).
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RESUMEN

En México, la diversidad de Capsicum annuum L. es amplia, y tiene gran importancia por
aportar sabor, picor y olor a los platillos. Aunque se han realizado estudios de caracterizacion en
varios tipos de chile, la informacion es insuficiente en cuanto al contenido de capsaicinoides,
flavonoides, y el color de fruto maduro. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue determinar
el contenido de capsaicinoides, carotenoides, flavonoides y el color en fruto seco de las colectas
centrales de chile guajillo y pasilla, incluyendo ademas cinco poblaciones de chile puya. La
cuantificaciéon de capsaicinoides fue mediante HPLC, y el resto de las variables con
espectrofotometria. Se utilizaron frutos de dos ensayos establecidos en las localidades de Calera,
Zacatecas Yy Villa de Arista, San Luis Potosi. Hubo variacion entre y dentro de tipos de chile para
las diferentes variables. La mayor acumulacién de capsaicinoides fue en chile puya (25 849
SHU); para carotenos y flavonoides fue en chile pasilla (124 mg por 100g MS y 6.4 mg por 100
g MS, respectivamente). Las colectas con mayor acumulacion de capsaicinoides en chile guajillo
fueron SLP103, CP-1128, SLP-1012 y CP-1226; para pasilla CP-1224, CP-1239 y CP-951; y
para puya CP-1138, CP-1169, CP-1211 y CP-1127. En cuanto a carotenoides dentro de chiles
pasilla y puya destacaron las colectas CP-1113 y CP-1138, respectivamente. En cuanto al efecto
de localidad, la mayor produccion de capsaicinoides y carotenoides fue en San Luis Potosi, y la
de flavonoides en Zacatecas. El chile pasilla presenté un color rojo obscuro, el guajillo y puya un
rojo claro brillante. Los genotipos tuvieron una interaccion significativa con el ambiente. La
cantidad de capsaicinoides, carotenoides y flavonoides fue mayor a lo mencionado en otros
trabajos para estos tipos de chile, lo que indica diversidad que puede ser utilizada en programas
de mejoramiento genético.

Palabras clave: Capsicum annuum, capsaicinoides, carotenoides, color, diversidad, flavonoides.
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SUMMARY

In México there is a wide diversity for Capsicum annum L., and this species is important for
giving taste, spicy flavor and aroma to the Mexican cuisine. Although characterization studies
have been carried out in several types of chile, there is not enough information regarding
capsaicinoids, carotenoids and flavonoids content, and color in mature fruit. Because of the
aforementioned, the objective of this study was to determine capsaicinoids, carotenoids, and total
flavonoids content, and dried fruit color in core collections of chile guajillo and pasilla, and in
five accessions of chile puya. Capsaicinoids content was quantified using HPLC, while the other
parameters were quantified by spectrophotometry. Fruits from two assays, cultivated in Calera,
Zacatecas and Villa de Arista, San Luis Potosi, Mexico, were analyzed. There was variation
among and within types of chile for all the parameters studied. The highest capsaicinoids content
was found in chile puya (25 849 SHU), while the highest content of carotenoids and flavonoids
was found in chile pasilla (124 mg per 100 g DM y 6.4 mg per 100 g DM, respectively).
Accessions with the highest capsaicinoids content in chile guajillo were SLP103, CP-1128, SLP-
1012 y CP-1226; in pasilla they were CP-1224, CP-1239 y CP-951; and for puya they were CP-
1138, CP-1169, CP-1211 y CP-1127. As for carotenoids in chile pasilla and puya, two accessions
stood out: CP-1113 y CP-1138, respectively. It was also found that capsaicinoids and carotenoids
content was higher in San Luis Potosi than in Zacatecas, while for flavonoids, it was the
opposite. Chile pasilla had a dark red color, and chile guajillo and puya had a bright light red
color. Accessions had a significant interaction with the environment. The capsaicinoids and
carotenoids content found in this study was greater than that of previous reports for this type of
chiles, indicating diversity that can be used in Capsicum breeding programs.

Keywords: Capsicum annuum, diversity, capsaicinoids, carotenoids, flavonoids, color.
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2.1. INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum L.) es uno de los cultivos horticolas de mayor importancia a nivel
mundial, tanto por la superficie cultivada como por el valor economico de la produccion
(Aguilar-Rincén et al., 2010). En México la produccién de chile seco en 2012 fue de 60,000
toneladas (FAOSTAT, 2015), presentacion utilizada generalmente como condimento, ya que es
ingrediente principal de la gastronomia mexicana, y aporta picor, color y sabor a los platillos

(Barceloux, 2009).

El principal atributo del chile como condimento es el picor, dado principalmente por
capsaicina y dihidrocapsaicina, alcaloides que aportan cerca del 90% de los capsaicinoides
totales en el fruto (Giuffrida et al., 2013). Otra de las caracteristicas importantes en el fruto del
chile es el color, distintivo que determina parte de su calidad. Dos de las sustancias relacionadas
con el color son flavonoides y carotenoides, que en chile son una fuente de antioxidantes

benéficos para la salud (Guzman et al., 2011).

Dentro de la diversidad de chiles, los mas importantes por su consumo son los tipo jalapefio,
ancho, guajillo, pasilla, serrano, de arbol y piquin (Laborde-Cancino y Pozo-Campodénico,
1982; Pozo et al., 1991). Aunque se han realizado varios estudios de diversidad en chile
mediante caracterizaciones de tipo morfoldgico, bioquimico y molecular (Aguilar-Meléndez et
al., 2009; Contreras et al., 2011; Moran-Bafiuelos et al., 2008; Moreno-Pérez et al., 2011), la
informacion generada no ha sido suficiente debido a la amplia diversidad de chiles en México
(Bellon et al., 2009; Pifiero et al., 2008) y solo algunos de ellos han sido caracterizados. De estos
estudios, la determinacion de compuestos fitoquimicos presentes y su cantidad tiene especial

importancia en la calidad del chile y en su valor nutracéutico (Long, 2009).
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Los estudios bioquimicos realizados en diferentes tipos de chile (Collera-Zufiga et al., 2005;
De Masi et al.,, 2007; Hevert-Hernandez et al., 2010; Vera-Guzmén et al., 2011; Zhang y
Hamauzu, 2003) han analizado una sola poblacion por tipo de chile en la mayoria de los casos, y
estos pueden no ser los méas representativos de su tipo, por lo que es importante cubrir este
conocimiento con la caracterizacion de un nimero mas grande de poblaciones que contengan

mayor diversidad dentro de un tipo de chile.

Derivado de estudios previos sobre caracterizacion morfologica en chile guajillo y pasilla se
establecid una coleccion central de cada uno de ellos, compuestas de 15 y 11 poblaciones,
respectivamente. Para ampliar la informacion de estos tipos de chile se planted como objetivo
determinar el contenido de capsaicinoides, carotenoides, flavonoides y color en frutos secos de la
coleccidn central de chile guajillo y pasilla. Con lo anterior se fortalecera el conocimiento sobre
la composicion quimica de chile, ya que las colecciones centrales analizadas provienen de los

estados de la Republica Mexicana con mayor produccion y diversidad de chile guajillo y pasilla.

2.2. MATERIALES Y METODOS

Derivado de un estudio previo sobre caracterizacién morfoldgica de 80 accesiones de chile
guajillo y de 30 de chile pasilla se formaron dos colecciones centrales, compuestas de 15y 11
accesiones, respectivamente. Ambas colecciones fueron consideradas en esta investigacion,
incluyendo ademas cinco accesiones de chile puya, debido a que éste es considerado una variante

de chile guajillo (Santamaria et al., 2000; Wall et al., 2001) (Cuadro 2.1).

Las 31 poblaciones se sembraron en las localidades de Calera, Zacatecas y Villa de Arista,

San Luis Potosi, en un disefio de bloques completamente al azar con dos repeticiones. La parcela
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experimental consistié en dos surcos de 5 m de largo, 0.9 m entre surcos y 0.33 m entre plantas,

cultivadas mediante fertirriego en ambas localidades.

Cuadro 2.1. Procedencia y georreferenciacion de las accesiones utilizadas.

Tipo de chile  Poblacion  Edo. * Mpio. Latitud? Longitud’ Altitud (msnm)”
Guajillo CP-1119 S.L.P.  Villade Reyes 23°04°33.06” 102°09°07.15” 1989
Cp-1121 Zac. Vetagrande 22°54°50.10” 102°25°39.8” 2099
CP-1128 Zac. Guadalupe 22°57°20.2” 102°24°5.6” 2061
CP-1135 Zac. Calera 22°55°54.82” 102°43°33.31” 2190
CP-1143 Zac. Calera 22°52°51.67” 102°43°14.42” 2195
CP-1175 Zac. Villa de Cos 23°04°14.66” 102°38°32.39” 2095
CP-1226 Ags. Cosio 22°22°42.7” 102°16°45.2” 1779
SLP 101 S.L.P. Moctezuma 22°47729” 100°57°36” 1630
SLP 102 S.L.P. Moctezuma 22°47729” 100°57°36” 1630
SLP 103 S.L.P. Moctezuma 22°48°06” 100°5724” 1637
SLP 106 S.L.P. Moctezuma 22°45°04” 100°58°34” 1649
SLP-1010 S.L.P. Villa de Reyes 22°47°49” 102°5°40” 2047
SLP-1012 S.L.P. Villa de Reyes 22°47°52” 102°2°38” 2048
SLP-1015 S.L.P. Villa de Reyes 23°00728” 102°11°20” 1987
SLP-1020 S.L.P.  Villade Reyes 23°06'56” 102°9°23” 1974
Pasilla CP-951 Mich. Queréndaro 19°48°51.01” 100°52°55.10” 1850
CP-952 Mich. Queréndaro 19°48°51.01” 100°52°55.10” 1850
CP-955 Mich. Queréndaro 19°48°21.56” 100°54°8.00” 1850
CP-1113 Zac. Vetagrande 22°54°0.09” 102°26°0.02” 2105
CP-1176 Zac. Villa de Cos 23°04°14.66” 102°38°32.39” 2095
CP-1224 Ags. Cosio 22°22°42.7” 102°16°45.2” 1779
CP-1239 Gto. San Felipe 21°07°55.4” 100°44°28.9” 1885
CP-1242 Gto. San Felipe 21°43°19.4” 101°01°41.7” 1862
CP-1295 Jal. Ojuelos 21°54°46.5” 101°40°0.9” 2147
CP-1297 S.L.P. Villa de Reyes 21°53°7.5” 100°53°12.6” 1805
CP-1298 S.L.P.  Villade Reyes 21°47°42 .47 100°58°50.3” 1835
Puya CP-1122 Zac. Vetagrande 22°54°50.1” 102°25°39.8” 2099
CP-1127 Zac. Panuco 20°02°59.6” 102°26°2.4” 2037
CP-1138 Zac. Calera 22°55°22.42” 102°44°48.75” 2213
CP-1169 Zac. Villa de Reyes 23°04°14.66” 102°38°32.39” 2095
CP-1211 Zac. Ojo Caliente 23°31°54.82” 102°08°03.07” 2075

"Georreferenciacion en el lugar de la colecta. Y Edo.: Estado; Zac.: Zacatecas; S.L.P.: San Luis Potosf;
Jal.: Jalisco; Gto.: Guanajuato; Ags.: Aguascalientes; Mich.: Michoacan.

De cada parcela experimental se seleccionaron seis plantas al azar, de las cuales se tomaron
dos frutos maduros (color rojo) del estrato medio de la planta. Los 12 frutos de cada parcela se

secaron en una estufa Blue M Electric Company (Blue Island, Illinois) durante cinco dias a 40
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°C. Las muestras de cada poblacion se molieron sin semilla en un molino marca Krups modelo

GX410011 y se mantuvieron en un lugar fresco, seco y en ausencia de luz hasta su uso.
2.2.1. Extraccion y cuantificacion de capsaicinoides

Para la extraccion se pes6 0.5 g de chile en polvo por muestra, colocando cada una en un tubo
tipo Falcon de 15 mL, agregandoles 5 mL de acetonitrilo grado HPLC. Los tubos se taparon y
colocaron en bafio Maria a 60 °C durante cinco horas, con agitacion cada 30 min. Posteriormente
las muestras se enfriaron y se conservaron a temperatura ambiente durante 12 h en ausencia de

luz. Se filtraron 2 mL de sobrenadante con acrodiscos de celulosa (Millipore®, 25 mm de

diametro, poro de 0.45 pum), que se conservaron en tubos eppendorf en refrigeracion hasta su

analisis.

Se cuantificaron Unicamente capsaicina (CAP) y dihidrocapsaicina (DH), debido a que son los
compuestos que aportan el mayor porcentaje de picor en el fruto (Giuffrida et al., 2013). Esto se
realiz6 mediante un cromatografo de liquidos de alta resolucién (HPLC) Hewlett Packard® serie
1100 con detector UV-Visible, equipado con una columna C18 (150x4.6 mm D.I.; particulas de
5 um). Se empleo el método 995.03 propuesto por la Association of Official Analytical Chemists

(AOAC International, 1998).

Antes del analisis de las muestras se construyeron dos curvas de calibracion (R? 0.99) con
estandares externos de capsaicina (8-methyl-n-vanillyl-6-nonenamide) y dihidrocapsaicina (8-
methyl-n-vanillyl-nonanamide) (Natural Capsaicin®, Sigma). El tiempo de retencion fue en
10.25 min para capsaicina y 15.35 min para dihidrocapsaicina. Una vez construida la curva de

calibracion se inyectaron 20 uL de cada muestra, con dos repeticiones. El tiempo de analisis fue
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de 18 min. La fase mdvil consistid de acetonitrilo: agua en una proporcion de 45:55 (v/v) y un
flujo isocratico de 1.5 mL min™ a temperatura ambiente. La absorbancia de las muestras se ley6

a 280 nm.
2.2.2. Extraccion y cuantificacion de carotenoides totales

Para la extraccion se siguio el método de Nagata y Yamashita (1992), con la modificacion de
1 a 0.5 g en el peso de muestra. Las muestras se colocaron en tubos tipo Falcon y se les
agregaron 10 mL de acetona:hexano en proporcion 4:6 (v/v), se agitaron durante 1 min, y se
tomaron 200 pL del sobrenadante por duplicado, colocandose en una microplaca de 96 pozos,
para leer su absorbancia a 453, 503, 645 y 663 nm en un espectrofotdmetro Multiskan FC
(Thermo Scientific®, Waltham, MA, USA). Los resultados se reportaron en mg por 100 g de

materia seca (MS) de carotenoides totales.
2.2.3. Extraccion y cuantificacion de flavonoides totales

Se determinaron mediante el método colorimétrico de cloruro de aluminio propuesto por

Chang et al. (2002), modificado por Meneses-Reyes et al. (2008) y por Palma Tenango (2014).

Se construy6 una curva de calibracion con quercetina, a concentraciones de 0, 0.2, 0.5, 0.8, 1,
2,3 y4pugmL™". La ecuacién de regresion obtenida fue y=0.0143x+0.049 con R2=0.985, donde
x= lectura de absorbancia a 415 nm; y = concentracion de la muestra expresada como pg mL™

de flavonoides totales.

Para la extraccion de los flavonoides se pesaron 0.25 g de cada muestra y se colocaron en
tubos de ensaye de fondo plano. Se agregaron 500 pL de metanol al 80% y se incubaron en bafio

Maria a 70 °C por una hora, centrifugandolos después a 731 x g durante 13 min en una
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centrifuga EBA 21. Del sobrenadante se obtuvieron alicuotas de 150 L, a las que se agregaron
37 pL de metanol al 80%; de la mezcla anterior se tomd una alicuota de 50 pL a la que se le
adicionaron 100 pL de acetato de potasio y 100 pL de cloruro de aluminio, se aforé a 5 mL con
metanol al 80%. Las muestras permanecieron 40 min en la oscuridad y se tomaron 200 pL por
duplicado de cada muestra en una microplaca, la absorbancia de las muestras se leyeron a 415
nm en un espectrofotometro (Multiskan FC Thermo Scientific®, Waltham, MA, USA). Los

resultados se reportaron en mg de flavonoides totales por 100 g de materia seca (MS).

2.2.4. Determinacién del color

Se midio el color del pericarpio de cuatro chiles por colecta, mediante un espectrofotometro
MiniScan EZ 4500L marca HunterLab (Hunter Associates Laboratory Inc., Reston, VA) provisto
con una fuente de iluminacién D65, la cual incidié sobre la muestra a 45° y el observador a 0°.
Los resultados en los angulos L*, a* y b* se transformaron mediante las formulas descritas por
McGuire (1992) para obtener los parametros L*, C* y h® que son luminosidad (L), croma (C) y

tono (Hue, h°).

2.2.5. Andlisis estadistico

Los resultados se sometieron a un analisis de varianza mediante el modelo: y= p+ 1+ B+ 6(t)+
B + ¢; donde: y= variable dependiente, p=efecto de la media general, 1= tipos de chile, =
localidades, 0(t)= poblacion dentro de tipo, t*p= efecto de la interaccion tipo de chile por
localidad, y &= error experimental. Se realiz6 una comparacion de medias con la prueba de
Tukey (p<0.05). Ambos analisis se realizaron mediante el paquete SAS version 9.3 (SAS

Institute Inc., 2014) .
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El resultado del andlisis de varianza mostro efectos significativos en los factores tipo de chile,
localidad y colecta dentro de tipo. En el factor tipo de chile, las variables con un efecto
significativo (p<0.0001) fueron contenido de capsaicina, dihidrocapsaicina, capsaicinoides
totales, carotenoides, flavonoides, croma, hue y luminosidad; la diferencia entre localidades se
presentd en las variables capsaicina (p<0.0033), capsaicinoides totales (p<0.0065), carotenoides
(p<0.0001), flavonoides (p<0.0039) y hue (p<0.0024); y para el factor colecta dentro de tipo de
chile, la diferencia significativa fue en capsaicina (p<0.0103), dihidrocapsaicina (p<0.0002)
capsaicinoides totales (p<0.0001), carotenoides (p<0.0101), croma (p<0.0009) y hue (p<0.0069).
Lo anterior muestra que el genotipo interactué con los ambientes en donde se establecieron los

experimentos.

La concentracion de capsaicina, dihidrocapsaicina y capsaicinoides totales en chile puya
superd significativamente a los tipo guajillo y pasilla (Cuadro 2.2); en promedio la acumulacién
de capsaicina fue mayor que la de dihidrocapsaicina en los tres tipos de chile, y la relacion entre
ambos compuestos fue de 1:0.58, respectivamente. Los valores descritos en este trabajo para
capsaicinoides superan a los valores descritos por DeWitt y Bosland (2009) y a los que establece
la Norma Mexicana NMX-FF-107/1-SCFI-2006. Lo anterior puede deberse a que la pungencia
del chile es dada por el contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina, y esta depende del genotipo
(Gurung et al., 2011) y de factores ambientales, principalmente temperatura alta y estrés hidrico
(Vazquez-Flota et al., 2007). Al respecto, Gonzélez-Zamora et al. (2013) reportan 61,526 SHU y
13,705 SHU en variedades mexicanas de chile puya y en la variedad San Luis de chile guajillo,

respectivamente, contenidos altos de capsaicinoides como respuesta a las altas temperaturas,
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aunque solo analizaron una poblacion por tipo de chile. Las 31 colectas estudiadas en este trabajo
fueron variedades nativas de origen diverso, factor por el cual se difiere de los estudios antes
mencionados, ademas de que muchas de éstas colectas han permanecido més tiempo en sus
lugares de origen y otras han sido intercambiadas por los agricultores, por lo anterior, el
comportamiento de las colectas no es uniforme en ambas localidades. La pungencia registrada
pudo verse ligeramente aumentada debido a que las determinaciones se realizaron utilizando solo
pericarpio y placenta, similar a los estudios de Pino et al. (2007), Sanatombi y Sharma (2008) y
Moréan-Bafiuelos et al. (2008), incrementando asi el contenido de capsaicinoides por gramo de

materia seca.

Las colectas dentro de tipo de chile que presentaron un mayor contenido de capsaicinoides
totales fueron para guajillo: SLP103, CP-1128, SLP-1012 y CP-1226; pasilla: CP-1224, CP-1239
y CP-951; y puya: CP-1138, CP-1169, CP-1211 y CP-1127 (Cuadro 2.2). Las poblaciones
anteriores pueden ser utilizadas en un programa de mejoramiento genético que busque obtener

variedades con altos contenidos de capsaicinoides.

Considerando las dos localidades de evaluacién, la cantidad de capsaicinoides en San Luis
Potosi superé en 28.7% a lo registrado en las poblaciones de Zacatecas (Cuadro 2.2). Estos
resultados se podrian explicar considerando las temperaturas promedio en 2013 presentadas en
San Luis Potosi y Zacatecas (23.1°C y 17.6°C, respectivamente) (CONAGUA, 2015), de
acuerdo con Gurung et al. (2011) las temperaturas altas influyen en el aumento de la produccion

de capsaicinoides, lo que coincide con los resultados de este trabajo.
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Cuadro 2.2. Comparacion de medias entre y dentro de tipos de chile y localidades para las
variables analizadas.

Cap.’ DH. ™ Cap.Tot.T Caro. (mg  Flavo. (mg

Tipo/col/loc (SHU) (SHU) (SHU) Croma Hue (°) L™ po;/l}s(;g) g pol\:lég)xg g
Guajillo 6783B 4162B 10890 B 104B 276B 22.4B 92B 5.05B
SLP103 11878a 7210a 18599 a 79a 333a 19.6 a 97 a 40a
CP-1128 10887ab 4823cd 15710b 76a 26.1a 21.8a 94 a 47a
SLP1012 8622abc 7225a 14 478 bc 126 a 24 a 22.7a 92a 54a
CP-1226 8090bcd 6329b 15573 b 11.3a 29.5a 225a 98 a 45a
SLP1020 7247dc  5591bc 13493 cd 8.3a 30a 23 a 95 a 47a
SLP102 7031cde 4886bc 11774ed 12.2a 28.6a 21.8a 95 a 41a
SLP1015 6671lcde 2648¢ 10 227 ef 104 a 25.8a 22.6a 92a 59a
CP-1175 5841cde 2860¢e 8 357 fgh 10.6 a 26.2a 226a 98 a 3.7a
SLP101 5680cde 2870e 8 550 efg 8.6a 26a 22.1a 96 a 48a
CP-1121 5594 cde 1358f 6 952 hi 9.7a 26.1a 20.2a 78 a 6.6 a
CP-1135 5576 cde 4515d 10 091 ef 11.0a 27.8a 21.2a 98 a 53a
CP-1119 4864ed 4557cd 8317 ghi 10.3a 26.7a 24.1a 74 a 4.2 a
SLP106 4725ed 2367¢ 7 092 hi 8.4a 27.3a 214 a 87 a 4.7 a
CP-1143 4674 ¢ 2201e 6 776 hi 16 a 28.4a 24.2a 94 a 6.9a
SLP1010 4372¢ 2992d 7 364 hi 11.7a 28a 254 a 78 a 6.2a
DMS 3389 801 1767 10 15.1 43 4.8
Pasilla 5921B 3640B 9508 B 36C 457 A 20.4B 124 A 6.4 A
CP-1224 10583a 5991a 16573 a 4.8 ab 339¢ 209a 104 b 6.3a
CP-1239 6997 a 3800c 10798 b 2b 44.5 abc 20.3a 130 ab 6.5a
CP-951 6654 bcd 3919c 10572 b 9.3a 35.5bc 20.8a 130 ab 6.4a
CP-1113 6250 bcd 3902c 10 152 cb 2b 62.5a 229a 148 a 6.1a
CP-1242 6215bcd 2868d 9 083 cde 2b 44.6 abc 21.2a 133 ab 59a
CP-955 5854cde 2806d 8 657 ed 2.3b  40.7 abc 174 a 120 ab 7.6a
CP-1176 5269de 4927b 9918 bed 29b 489 abc 21.3a 135ab 75a
CP-952 4833ef 2077 6 910 fg 31b 439abc 204a 120 ab 51la
CP-1298 4692ef 3887c 8 637 ed 45ab 49.3abc 20.2a 119 ab 59a
CP-1297 4301gf 3638¢c 7 765 ef 45ab 388abc 19.8a 124 ab 59a
CP-1295 3480¢g 2229e¢ 5525¢ 23b 60.4ab 194 a 105 ab 6.8a
DSM 903 547 1392 59 25.1 9.1 44 3.79
Puya 17287 A 8574 A 25849 A 173 A 31.6B 28.1 A 100 B 4.4B
CP-1138 22446a 10831a 33277a 21.7a 25.3a 28.6a 143 a 5.2a
CP-1169 20499ab 9810ab 30308 ab 7.3b 38a 22a 89b 3.7a
CP-1211 19324b 8867b 28191b 14.8 ab 27.8a 28a 84 b 45a
CP-1127 18291b 10339ab 28630b 23a 409a 294 a 99 b 39a
CP-1122 9532 ¢ 4721 c 14205 ¢ 16.5 ab 29.1a 29.8a 88 b 45a
DSM 3115 1486 4615 2.9 2.9 29 286 4,28
S?,gt'agi's 8793a  4902a 1376la  86a 37.9a 224a 118 a 503b
Zacatecas 6732b 4129a 10691 b 8.9a 319b 22.3a 91b 5.89 a
DMS 838 743 1497 1.3 3.2 1.2 6.5 0.61

Medias con diferente letra son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05). "Cap.: capsaicina; "'DH.:
dihidrocapsaicina; "Cap.Tot: Capsaicinoides totales; "ML: Luminosidad; *Caro.: Carotenoides; **Flavo.: Flavonoides.
SHU= Scoville Heat Units.1 pg g™ de capsaicinoides = 15 SHU.; mg g MS: miligramos por gramo de materia seca.
Mayusculas para comparar entre tipos de chile y mindsculas para comparar entre poblaciones dentro de un mismo
tipo de chile.
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La concentracién de capsaicinoides de cada accesion en las dos localidades se puede observar
en el Cuadro 2.3. Las poblaciones presentaron un comportamiento diferencial por localidad. En
guajillo las colectas CP-1121, CP-1128, CP-1143, CP-1175, CP-1226, SLP-1012 y SLP-1020
presentaron un mayor contenido de capsaicina, dihidrocapsaicina y capsaicinoides totales en San
Luis Potosi. Por otro lado, las colectas CP-1119, CP-1135 fueron las Unicas que presentaron una
mayor concentracion de dihidrocapsaicina que de capsaicina en la localidad de Zacatecas; el
mayor contenido de dihidrocapsaicina en comparacion con la capsaicina se ha reportado para
diferentes tipos de chile, incluidos el puya y el guajillo, lo que se atribuye al efecto de variedades

regionales (factores genéticos) y condiciones ambientales (Gonzalez-Zamora et al., 2013).

En el caso de chile pasilla, las colectas CP-951, CP-952, CP-955, CP-1113, CP-1176, CP-
1239, CP-1242 y CP-1297 presentaron un mayor contenido de capsaicinoides en San Luis
Potosi, siendo esto Gltimo la tendencia general en las colectas de este tipo de chile. Todas las

colectas presentaron mayor contenido de capsaicina que de dihidrocapsaicina.

Para chile puya la colecta CP-1122 registr6 el mayor contenido de capsaicinoides en San Luis
Potosi, el resto de las poblaciones quedaron como valores indicativos para una sola localidad. En
los resultados de puya puede existir un sesgo, debido a que hay muestras ausentes y los valores

reportados se obtuvieron en la localidad con los mayores contenidos de capsaicinoides.

Con respecto a carotenoides, el chile pasilla fue estadisticamente superior a guajillo y puya,
con una concentracion de 124 mg por 100 g de materia seca (Cuadro 2.2), resultados que estan
por arriba de los encontrados por Collera-Zdfiga et al. (2005) y por Hervert-Hernandez et al.
(2010). En chile guajillo y ancho; sin embargo, tal como lo indica Gomez-Garcia y Ochoa-Alejo

(2013), el contenido de carotenoides esta determinado por el tipo de cultivar y condiciones de
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crecimiento; ademas, en el presente estudio se utilizé un numero mayor de colectas procedentes
de diferentes estados del pais, en tanto que los trabajos arriba mencionados sélo utilizaron una
Unica colecta por tipo de chile. Dentro de tipo de chile, las colectas CP-1138 de chile puya y CP-
1113 de pasilla presentaron 143 y 148 mg por 100 g™ de materia seca de carotenoides totales,

respectivamente (Cuadro 2.2).

En cuanto al efecto por localidad, en San Luis Potosi la acumulacion de carotenoides fue
superior, lo que podria deberse a que en esta localidad la temperatura promedio fue mayor que en
Zacatecas, Yy coincide con lo mencionado por Hugueney et al. (1996) y Bouvier et al. (1998) en

cuanto al efecto de la temperatura en la acumulacién de este metabolito.

Para el caso de flavonoides, por localidad Zacatecas fue superior a San Luis Potosi, mientras
que por tipo de chile el pasilla con 6.4 mg por 100 g de materia seca superé estadisticamente a
guajillo y puya (Cuadro 2.2). Trabajos realizados también en México reportan para chile piquin
una concentracion de 50.1 mg por 100 g™ (Vera-Guzman et al., 2011), en pimiento 23.15 mg kg’
! de peso fresco (Howard et al., 2000), y en Cayenne 39 mg por 100 g™ de peso fresco (Tundis et
al., 2013). Como se puede ver, existe una amplia variacion en las concentraciones de flavonoides
en diferentes tipos de chile y los principales factores que afectan su contenido son el genotipo,

estado de madurez del fruto y las condiciones de almacenamiento (Ross y Kasum, 2002).

Considerando carotenos y flavonoides, el mayor contenido de carotenoides se presentd en San
Luis Potosi y el mayor contenido de flavonoides en Zacatecas, corroborando que no existe una
asociacion positiva entre ellos (Butcher et al., 2012), ya que segun Howard et al. (2000), el
contenido bajo de flavonoides puede indicar un alto contenido en capsaicinoides, ya que

comparten la misma ruta biosintética.
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Cuadro 2.3. Comparacion mediante la prueba de t para las colectas en San Luis Potosi y

Zacatecas.
. - Dihidrocapsaicina Capsaicinoides totales
C-gllz?;ia Capsaicina (SHU) (SHU) (SHU)
S.L.P. Zac. S.L.P. Zac. S.L.P. Zac.

Guajillo
CP-1119 5185 4543 1655 7459 6839 9794
CpP-1121 8081* 3108 1317 1398 9398* 4506
CP-1128 11434 10340 5582* 4064 17016 14403
CP-1135 4264 6887 1931 7100 6195 13987
CP-1143 4870 4478 2679* 1723 7549 6002
CP-1175 7198* 4485 1888 3832 8397 8317
CP-1226 12141 4040 9692* 2967 24477 6670*
SLP101 4981 6379 2242 3498 7223 9877
SLP102 6322 7740 4847 4924 10884 12664
SLP103 8681 15074 2548 11872 10251 26946
SLP106 5189 4260 2335 2400 7524 6660
SLP1010 3996 4748 3266 2719 7261 7467
SLP1012 12124 5120 11142* 3307 21356* 7599
SLP1015 8895 4447 3294 2001 14006* 6448
SLP1020 8427 6067 7974* 3209 17710* 9275

Pasilla

CP-951 8747* 4560 5927* 1910 14675* 6470
CP-952 5444* 4221 2278 1876 7722* 6097
CP-955 6715* 4994 3364* 2247 10073* 7241
CP-1113 7459* 5041 5270* 2534 12729* 7575
CP-1176 5935 4603 5733* 4122 11668* 8168
CP-1224 9558 11607 5220 6762 14777 18370
CP-1239 8870* 5124 5104* 2496 13975* 7621
CP-1242 8870* 3559 3997+ 1739 12867* 5298
CP-1295 2900 4060 1305 3153 4205 6845
CP-1297 4807 3794 3852 3424 8659+ 6871
CP-1298 3456 5928 2086 5687 5659 11615

Puya

CP-1122 11918* 7145 6118* 3324 18037* 10374
CP-1127 21806 - 11500 - 33306 -
CP-1138 22427 - 11479 - 33906 -
CP-1169 20499 - 9810 - 30308 -
CP-1211 - 21996 - 9231 - 31227

* Diferencia significativa (Prueba de T p< 0.05) entre localidades para la variable y poblacion respectiva.
S.L.P.: San Luis Potosi; Zac.: Zacatecas.- Ausencia de muestra. SHU: Unidades Scoville de Picor.
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En cuanto al color de chile, el guajillo y puya fueron similares en las variables hue y croma,
ubicandolos en un tono de rojo intenso, siendo el puya el mas brillante de los dos. El chile pasilla
presentd una coloracion rojo obscuro y poco brillante. Los tres tipos de chile se ubicaron en los

tonos rojos, haciendo la diferencia en su color, el croma y la luminosidad.

Algunas colectas de chile presentan un mayor contenido de capsaicina y/o dihidrocapsaicina
en San Luis Potosi, que fue el sitio donde se registro la temperatura més alta en comparacion con
Zacatecas; sin embargo, también existen colectas que presentaron mayor contenido de
capsaicinoides en Zacatecas, y otras colectas mantuvieron cierta estabilidad en cuanto al
contenido de capsaicinoides en ambas localidades. La expresion que mostraron los genotipos se
debe a la interaccion con el ambiente, a que existen rutas metabdlicas que se comparten para la
produccion de estos metabolitos 0 a que existen materiales estables en diferentes ambientes,

producto de la seleccién de los agricultores.

2.4. CONCLUSIONES
Las poblaciones de chile guajillo, pasilla y puya mostraron una importante variacion en
cuanto a los metabolitos secundarios que se cuantificaron, en particular la variacién fue mayor en

capsaicinoides.

Las poblaciones con mayor contenido de capsaicinoides en San Luis Potosi fueron: Para guajillo
CP-1226, SLP-1012, SLP-1020; para pasilla CP-1224, CP-951 y CP-1239; para puya CP-1138 y
CP-1127. Las poblaciones con mayor contenido de capsaicinoides en Zacatecas fueron: Para

guajillo SLP-103, CP-1128 y CP-1135; para pasilla CP-1224 y CP-1298; para puya CP-1211.
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Existe una relacion entre la temperatura alta y la concentracion de capsaicinoides y
carotenoides, mientras que los flavonoides tuvieron una mayor acumulacion bajo condiciones de

menor temperatura.

Aunque los tres tipos de chile comparten tonos similares dentro de la gama de rojos, el croma

y la luminosidad los diferencian entre si.
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RESUMEN

México es considero centro de domesticacion y de diversificacién de C. annuum L. Actualmente,
problemas como plagas, enfermedades y el uso de variedades mejoradas ponen en riesgo su
conservacion 'y aprovechamiento, lo que resalta la necesidad de realizar estudios de
caracterizacion de su diversidad. El objetivo de la presente investigacion fue caracterizar
molecularmente las colectas centrales de chile guajillo y pasilla, mediante 15 loci de
microsatélites, para determinar pardmetros de diversidad y estructura genética, con lo que se
generara conocimiento especifico de estos tipos de chile, ademas se analizaron cinco poblaciones
de chile puya. Los pardmetros de diversidad genética mostraron 137 alelos, 7.67 alelos por locus
para el chile guajillo, 6.47 alelos para pasilla y 5.27 para puya. Se detect6 un polimorfismo
general de 88.9%. La heterocigosidad esperada (He) para estos tres tipos de chile fue de 0.635,
encontrando un exceso de heterocigotos en sus poblaciones. La Fg mostré un 14.47% de
variacion entre tipos de chile, aunque la mayor diversidad se detectd dentro de las poblaciones
(85.57%). El valor -0.1443 de Fis expuso que un 14.43% de la diversidad esta dentro de las
accesiones, y 0.0216 de Fi; indicé que a nivel de poblacion hay una deficiencia de heterocigotos.
Con las 31 poblaciones se formaron cuatro grupos, uno con las poblaciones de guajillo, otro con
las de puya mas dos colecta de guajillo y pasilla integradas a este grupo, el tercer y cuarto grupo
formado por colectas de pasilla ubicadas en distintos cuadrantes. En el dendrograma los chiles
guajillo y puya no mostraron una relacion genética directa, ya que guajillo comparte alelos con
algunas poblaciones de pasilla y éste ultimo comparte alelos también con puya. Se detectd
amplia variabilidad genética dentro de las accesiones de cada tipo de chile, lo que se puede
utilizar en programas de mejoramiento genético y conservacion.

Palabras clave: Capsicum annuum, diversidad genética, estructura genética, microsatélites.
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SUMMARY
Mexico is considered as a center of origin and domestication of C. annuum. Currenttly, problems
such as pests, diseases and adoption of improved varieties increase the risk conservation ,
causing its loss. Therefore, the goal of this research was to molecularly characterize two core
collections of chile, one of guajillo and one of pasilla, and five accessions of chile puya, using 15
microsatellite loci to determine parameters of genetic diversity and structure. Genetic diversity
parameters showed 137 alleles, 7.67 alleles per locus for chile guajillo, 6.47 alleles for chile
pasilla, and 5.27 alleles for chile puya. A general polymorphism of 88.9% was detected. The
expected heterozygosity (He) for these three types of chile was 0.635, finding an excess of
heterozygotes in their populations. The parameter Fs; showed a 14.43% variation among types of
chile, and the greatest diversity was found among accessions within types of chile with 85.57%.
Four groups were formed from the 31 accessions with the principal components and
conglomerates analysis. The first group was formed with chile guajillo accessions, the second
group includes puya, guajillo and pasilla accessions, and the third and fourth groups were formed
of pasilla accessions located in different quadrants. The puya and guajillo types showed no direct
genetic link, whereas guajillo shared alleles with some populations of pasilla, and the latter
shared alleles with puya. Diversity found in this study indicates a high level of variability, and
this variability is greater within accessions than it is among types of chile, therefore accessions

can be classified and used in Capsicum breeding programs.

Key words: Capsicum annuum, genetic diversity, genetic structure, microsatellite.
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3.1. INTRODUCCION

El género Capsicum L. comprende aproximadamente 32 especies, de las cuales cinco son
domesticadas: Capsicum annuum, C. baccatum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L., y C.
pubescens Ruiz & Pav (Barboza, 2011). De las cinco especies domesticadas, Capsicum annuum
es la més importante en el mundo, y en particular para México, debido a que es considerado
centro de domesticacién y por lo tanto registra una amplia diversidad (Kraft et al., 2014; Pozo et
al., 1991). Entre los chiles con mayor importancia en México estan los tipo serrano, jalapefio,
guajillo, ancho, pasilla, de arbol, puya, piquin, habanero y manzano (Hernandez-Verdugo et al.,
1999; Laborde-Cancino y Pozo-Campodonico, 1982; Pozo et al., 1991).

Debido a que los recursos fitogenéticos se estan perdiendo o erosionando por factores bi6ticos
y abidticos (Livera et al., 2000), es necesario conservarlos y utilizarlos. Por lo anterior se
requiere conocer estos recursos mediante su caracterizacién, que puede ser morfoldgica,
biogquimica o molecular. Sin embargo cuando es una colecta muy amplia resulta caro e
impractico, ya que el material recolectado puede estar duplicado, por lo que es recomendable
formar colecciones nucleo, las cuales cubren la mayor parte de la diversidad con un nimero
reducido de accesiones (Frankel, 1984).

Para el conocimiento de una especie y su mejoramiento genético, el uso de marcadores
morfologicos 0 moleculares son herramientas Utiles (Azofeifa-Delgado, 2006). Los marcadores
moleculares pueden ser de proteinas (isoenzimas) y de DNA (Minamiyama et al., 2006). Entre
los marcadores moleculares de DNA se encuentran los RFLP, RAPD, AFLP, SSR, SNP, SCAR
y los CAPS, de los cuales uno de los mas utilizados en plantas son los microsatélites (SSR),
técnica altamente reproducible y codominante (Alvarez, 2011). Los microsatélites son
repeticiones de secuencias cortas de nucle6tidos (mono, di, tri, tetra o penta nucleétidos),
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abundantes y relativamente uniformes a lo largo del genoma en eucariontes (Tautz y Renz,
1984).

La caracterizacion molecular ha sido utilizada para analizar la diversidad y similitud de
poblaciones conservadas in situ y ex situ (Votava et al., 2002), la relacién genética entre
diferentes tipos de chile (Ved et al., 2013; Rana et al., 2014; Thul et al., 2012), asi como para
estudiar los mecanismos de mutacion y evolucion de la especie C. annuum (Stégel et al., 2009).
De los estudios realizados hasta ahora, aun no existe suficiente informacion del género Capsicum
para conocer la diversidad genética (Pifiero et al., 2008).

Entre los trabajos realizados en el Colegio de Postgraduados se encuentran la caracterizacion
morfolégica de chile guajillo (80 accesiones) y pasilla (30 accesiones), a partir de la cual se
seleccionaron las accesiones para formar una coleccion central de cada tipo. Debido a la
importancia de la conservacion y uso de recursos fitogenéticos de manera 6ptima, el objetivo del
presente estudio fue caracterizar molecularmente la coleccion central de chile guajillo y pasilla
mediante microsatélites.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal

El material utilizado en este trabajo se muestra en el Cuadro 3.1, y consistié en 15 accesiones
de chile guajillo y 11 de chile pasilla, las cuales estan formadas por accesiones que provienen de
diferentes entidades de México. Estas dos colecciones centrales representan la variabilidad de 80
y 30 accesiones de cada uno de los tipos de chile. En el presente estudio ademas se incluyeron
cinco colectas de chile puya, debido a que se le considera una variante del chile guajillo, por su

similitud morfoldgica (Santamaria et al., 2000; Wall et al., 2001).
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Cuadro 3.1. Procedencia de las poblaciones de chile guajillo, pasilla y puya.

Ir']ﬂg de Colecta Edo. Municipio Latitud? Longitud? (Anlltslrtﬁ) ;
Guajillo CP-1119 S.LP. Villade Ramos  23°04°33.06” 102°09°07.15” 1989
CP-1121 Zac. Vetagrande 22°54°50.10” 102°25°39.8” 2099
CP-1128 Zac. Guadalupe 22°57°20.2” 102°24°5.6” 2061
CP-1135 Zac. Calera 22°55°54.82” 102°43°33.31” 2190
CP-1143 Zac. Calera 22°52°51.67” 102°43°14.42” 2195
CP-1175 Zac. Villa de Cos 23°04°14.66” 102°38°32.39” 2095
CP-1226 Ags. Cosio 22022°42.7" 102°16°45.2” 1779
SLP 101 SLP. Moctezuma 22°47°29” 100°57°36” 1630
SLP 102 S.LP. Moctezuma 22°47°29” 100°57°36” 1630
SLP 103 SLP. Moctezuma 22°48°06” 100°57°24” 1637
SLP 106 SLP. Moctezuma 22°45°04” 100°58°34” 1649
SLP-1010 S.LP. Villade Ramos  22°47°49” 102°5°40” 2047
SLP-1012 SLP. Villa de Ramos  22°47°52” 102°2°38” 2048
SLP-1015 S.LP. Villa de Ramos  23°00°28” 102°1120” 1987
SLP-1020 S.L.P. Villa de Ramos  23°06°56” 102°923” 1974
Pasilla CP-951 Mich. Queréndaro 19°48°51.01” 100°52°55.10” 1850
CP-952 Mich. Queréndaro 19°48°51.017 100°52°55.10” 1850
CP-955 Mich. Queréndaro 19°48°21.56” 100°54°8.00” 1850
CP-1113 Zac. Vetagrande 22°54°0.09” 102°26°0.02” 2105
CP-1176 Zac. Villa de Cos 23°04°14.66” 102°38°32.39” 2095
CP-1224 Ags. Cosio 22022°42.7" 102°16°45.2” 1779
CP-1239 Gto. San Felipe 21°07°55.4” 100°44°28.9” 1885
CP-1242 Gto. San Felipe 21°43°19.4” 101°01°41.7” 1862
CP-1295 Jal. Ojuelos 21°54°46.5” 101°40°0.9” 2147
CP-1297 S.LP. Villade Ramos  21°53°7.5” 100°53°12.6” 1805
CP-1298 SLP. Villade Ramos  21°47°42.4” 100°58°50.3” 1835
Puya CP-1122 Zac. Vetagrande 22°54°50.1” 102°25°39.8” 2099
CP-1127 Zac. Panuco 20°02°59.6” 102°26°2.4” 2037
CP-1138 Zac. Calera 22°55°22.42” 102°44°48.75” 2213
CP-1169 Zac. Villa de Cos 23°04°14.66” 102°38°32.39” 2095
CP-1211 Zac. Ojo Caliente 23°31°54.82” 102°08°03.07” 2075

tGeorreferenciacion en el lugar de colecta.
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3.2.2. Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA se germinaron in vitro 20 semillas de cada accesion. Cuando las
plantulas desarrollaron dos hojas verdaderas se extrajo el ADN de doce individuos por separado,
empleando el kit comercial ChargeSwitch® gDNA Plant Kit (Invitrogen Corporation, Carlshad,
CA). La extraccion de DNA se hizo mediante un robot para extraccion de &cidos nucleicos
KingFisher Flex® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). La concentracion del DNA se
homogeneizo a 20 ng/ul para todas las muestras, y se almacenaron en una microplaca a -80° C
hasta su uso.

3.2.3. Amplificacion de los loci de microsatélites

Se utilizaron 15 loci de microsatélites con etiquetas fluorescentes azul (6-FAM) y verde
(HEX) (Applied Biosystems) en el extremo 5’ (Cuadro 3.2), de acuerdo a los marcadores
utilizados por (Lee et al., 2004) y (Contreras et al., 2011). La temperatura de alineamiento de los
marcadores se determindé de manera individual, mediante gradientes de temperatura y se
formaron grupos con el programa MultiPLX (Kaplinski et al., 2004) para realizar PCR multiple.

La amplificacion del DNA mediante PCR se realiz6 en un termociclador GeneAmp PCR
System 9700® (Applied Biosystems), bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial
a 94 °C durante cuatro minutos, posteriormente 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por un
minuto, etapa de alineamiento por un minuto (rango de 55 a 65.1 °C), y extensién a 72 °C por
dos min, con una extension final de 12 min.

La mezcla de reaccion para PCR mdltiple en 25ul fue: 0.2 mM de dNTPs (Invitrogen), 1X de
solucion buffer, 3 mM de MgCI2, 1U de TagPol (Promega), 10 pmol de cada iniciador y 40 ng

de ADN (Contreras et al., 2011).
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Cuadro 3.2. Loci de microsatélites, etiqueta y temperatura de alineamiento.

Tamafio del Temperatura de

Grupo  Locus fragmento (pb) Etiqueta alineacion (°C) Unidad repetitiva
Hpms 1-1 254-285 6-FAM (CA)12(TA),
1 Hpms 1-6 185-197 HEX 56° (AT)2(GT)4(AT)8(GT)13
Hpms AT2-14 173-200 6-FAM (AAT)161mp
Hpms 1-5 281-323 6-FAM (AT)12(GT)17
2 Hpms 1-106 156-164 HEX 61° (AAAAAT),
AF244121 237-243 6-FAM (TTG)simp(AT)eimpGT)aIMP
3 Hpms 1-168 155-208 HEX 59.7° (TA)12(GA).,
CMO0005 152-160 6-FAM (CCA)g
Hpms 1-111 145-180 HEX . (AAT);
4 Hpms 2-24 182-205 6-FAM > (CT)17(CA)sA
Hpms 1-143 220-232 6-FAM (AG)1,
5 Hpms 1-173 156-179 HEX 56° (GA)15(TG),
Hpms 2-2 146-151 6-FAM (GT)e
Hpms 1-214 88-108 6-FAM . (AAT) 16mp
® Hpms 1-274 162-180 HEX >8 (GTT),

3.2.4. Analisis de fragmentos y analisis estadistico

Los fragmentos de DNA obtenidos de la PCR se analizaron mediante electroforesis capilar en
un secuenciador Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems), para ser procesados con el
programa GeneMapper® V. 4.0 (Applied Biosystems, 2006).

Se determinaron los pardmetros de diversidad genética con las frecuencias alélicas
poblacionales para obtener el numero de alelos por locus, porcentaje de loci polimorficos
(frecuencia del alelo mas comin < 0.95), y heterocigosidad observada y esperada con el
programa POPGENE (Yeh et al., 1999). Se establecio la estructura genética de las poblaciones

mediante los estadisticos de F de Wright, calculados a partir de las frecuencias genotipicas en

cada locus. Se realiz6 un analisis de componentes principales para determinar los marcadores
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que explicaron en mayor grado la variabilidad de las colectas (Pla, 1986), con base en la matriz
de correlaciones generada a partir de las frecuencias alélicas empleando el programa SAS V.9.4
(SAS Institute Inc., 2014). También se determind la agrupacion de las poblaciones a partir del
total de los marcadores evaluados, utilizando la distancia genética de Rogers modificada por

Wright (1978) y el programa NTSY Spc® V.2.1p (Rohlf, 2000).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1. Diversidad Genética

En las 26 poblaciones que conforman las colectas centrales de los chiles tipo guajillo y pasilla,
y en las cinco poblaciones de chile puya, los loci utilizados resultaron polimorficos, excepto
Hpms 1-143. Se identificaron 137 alelos en total y un nimero promedio de alelos por locus de
9.13 (Cuadro 3.3). EI numero de alelos por tipo de chile vari6 de 76 (chile puya) a 114 (chile
guajillo), encontrandose la mayoria de los alelos o loci presentes en los tres tipos de chile,
excepto el CM0005 y el Hpms 1-168, que estuvieron ausentes en puya.

Los alelos que se presentaron con mayor frecuencia fueron: Hpms 1-1, Hpms 1-5, Hpms 2-24,
Hpms 2-14 y Hpms 1-274. EI nimero de alelos por locus encontrado en este trabajo estuvo por
arriba de los encontrados en otros estudios como el de Contreras et al. (2011), quienes al utilizar
19 loci de microsatélites encontraron 105 alelos y 5.53 alelos por locus en un subtipo de chile
ancho, y el de Yumnam et al. (2012), que con 25 loci de microsatélites en 56 poblaciones
reportaron 5.36 alelos por locus. En otros trabajos se han encontrado un mayor nimero de alelos
por locus (14.5), donde utilizaron 10 loci de microsatélites y 260 poblaciones del género
Capsicum (lbiza et al., 2012). Estas diferencias se pueden deber al numero de accesiones
analizadas, a que fueron distintos tipos de chile y diferentes especies. EI nimero de alelos y el

numero de alelos por locus encontrado sugieren que la diversidad de las poblaciones de guajillo,
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pasilla y puya es alta, y como menciona Votava et al. (2005), la diversidad es mayor en los
centros de domesticacion de las especies y a México se le considera centro de domesticacién de
Capsicum annuum (Kraft et al., 2014; Pozo et al., 1991).

En general, el polimorfismo en las 31 poblaciones fue de 88.89%; las de chile guajillo y pasilla
presentaron los valores mas altos y las de puya un porcentaje menor (Cuadro 3.3). Al respecto,
Pacheco-Olvera et al. (2012) reportaron un polimorfismo del 89.29% en materiales silvestres,
80.16% en criollos y un 93.20% en hibridos, que incluyeron una muestra de chile guajillo y una
de pasilla. El porcentaje alto de polimorfismo presentado se debe, segin Loaiza-Figueroa et al.
(1989), a que existe variacion genética entre poblaciones de diferentes regiones geograficas,
mientras que Aguilar-Meléndez et al. (2009) mencionan que la variacion se debe al flujo de
genes durante el proceso de domesticacion, lo que provocd posteriormente la diferenciacion
entre poblaciones, y actualmente esta variacion es causada por la seleccion y deriva génica
(Hernandez-Verdugo et al., 2008).

Por otro lado, el valor encontrado para la heterocigosidad esperada (He) fue de 0.635, lo que
sugiere que en los chiles guajillo, pasilla y puya existe una alta probabilidad de encontrar
heterocigotos en sus poblaciones (Cuadro 3.3). Monteiro et al. (2013) reportaron en poblaciones
de C. annuum valores mas altos de Ho con respecto a la He, lo que indicé un déficit de
homocigotos; asi, mientras que las poblaciones de chile poblano utilizadas por Contreras et al.
(2011) mostraron una He de 0.395, en las poblaciones de guajillo y pasilla utilizadas por
Pacheco-Olvera et al. (2012) se registro una He de 0.44. Todos estos valores son relativamente
menores a los encontrados en este andlisis, lo que indica que hay una alta variacion dentro de
tipos de chile, que puede ser generado por diferencias en la sensibilidad al ambiente o plasticidad
fenotipica de los individuos de la poblacion (Hernandez-Verdugo et al., 2008).
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Cuadro 3.3. Parametros de diversidad genética para los chiles guajillo, pasilla y puya.

Tipo NP A AL PLP He Ho

Guajillo 15 114 7.60 93.33 0.653 0.609
Pasilla 11 97 6.47 93.33 0.608 0.633
Puya 5 76 5.07 80 0.643 0.605
TOTAL 31 137 9.13 88.89 0.635 0.616

NP: nimero de poblaciones; A: numero de alelos; AL: alelos por locus; PLP: porcentaje de loci
polimorficos; He: heterocigosidad esperada; Ho: heterocigosidad observada.

Los estudios de diversidad de chiles en México permiten darles una aplicacion en el
mejoramiento genético, ya que éstos se pueden utilizar para resolver algunos problemas de
produccion, siempre y cuando el germoplasma sea de poblaciones representativas que permitan
obtener informacion robusta del género (Pérez-Castafieda et al., 2015). La mayor parte de la
diversidad de una especie puede ser encontrada dentro de poblaciones o entre poblaciones
diferentes (Rao y Hodgkin, 2002).

La conservacién, la direccién y el mejoramiento de la especie C. annuum requiere la
evaluacion de su variacion genética (Ibarra-Torres et al., 2015). El uso de microsatélites es de
utilidad para establecer relaciones genéticas y evaluar la diversidad, con lo que se pueden tomar
decisiones para llevar a cabo programas de conservacion y mejoramiento (Aranguren-Méndez et
al., 2005).

3.3.2. Estructura genética

El analisis de la estructura genética mediante los estadisticos de F de Wright se presentan en el

Cuadro 3.4. El valor de Fis fue negativo para los tres tipos de chile, con un promedio general de -

0.1443, lo que indica que hay un exceso de heterocigotos. Los valores de Fis de chile guajillo (-
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0.128) y de pasilla (-0.218) indicaron la existencia de un exceso de heterocigotos en comparacion
con las colectas de chile puya, cuyo valor fue cercano a cero.

Estos valores son inferiores a los reportados por Monteiro et al. (2013), quiénes obtuvieron un
valor de Fjs para C. annuum de -0.775, atribuible al proceso de adaptacién y seleccién por el que
pasaron las poblaciones que analizaron. Se puede considerar que las accesiones usadas en este
trabajo han tenido una presién de seleccion menor, de aqui que los valores obtenidos de Fis sean
menores y muy similares a los de otros tipos de chile nativos de México (Contreras et al., 2011).
Por otro lado, el exceso de heterocigotos encontrados, a pesar de que C. annuum es considerada
una planta autdgama, se debe a que presentan cierto grado de alogamia (Castafion-Najera et al.,
2014).

Las poblaciones de chile guajillo, pasilla y puya presentaron valores Fg de 0.1788, 0.1395 y
0.1159, respectivamente, indicadores de una diferencia interpoblacional grande para chile
guajillo y moderada para los otros dos tipos de chile (Wright, 1978), lo que concuerda con lo
observado en su morfologia, ya que el chile guajillo presenta una mayor variabilidad en la forma
de fruto que los tipos pasilla y puya. En general, la variacién total dentro de poblaciones fue de
85.53%, y la variacién entre poblaciones de 14.47%, dado que el valor promedio de F¢ fue de
0.1447. Esta variacion puede deberse al proceso de seleccion y adaptacion a distintas areas de
produccion donde se han introducido como nuevos cultivos (Hernandez-Verdugo et al., 2008).

En forma general, existe una ligera pérdida de heterocigotos en los tres tipos de chile, dado que
el valor promedio de Fi; fue de 0.0216, por lo que hay una tendencia a fijar alelos en cada
subpoblacion. Lo anterior se explica debido a que el chile es una especie autdgama con cierto
porcentaje de alogamia. En las tres poblaciones de chile, y de acuerdo a sus valores de Fj;, existe
una pérdida de heterocigotos, siendo mayor en el chile pasilla (Cuadro 3.4).

55



Cuadro 3.4. Estadisticos de F para las 31 poblaciones de chile guajillo, pasillay puya.

Tipo Fis' Fi'’ Fo'

Guajillo -0.1283 0.0735 0.1788
Pasilla -0.2188 -0.0488 0.1395
Puya -0.0857 0.0401 0.1159
General -0.1443 0.0216 0.1447

"Endogamia dentro de accesiones; "' Diferenciacion de accesiones; " Coeficiente global de endogamia.

3.3.3. Relacion entre poblaciones

Con base en el anélisis de componentes principales (ACP), el 51.9% de la variacion total de las
poblaciones de chile estudiadas fue explicada por los primeros siete componentes principales; de
ellos, el primero y segundo explicaron 11.9% y 10.1%, respectivamente, mientras que el CP3,
CP4 'Y CP5 fueron muy similares y explicaron 7.5, 6.6 y 5.7%. Los alelos méas importantes por

su contribucidn al primer y segundo componente se muestran en el Cuadro 3.5.

Cuadro 3.5. Valores propios, proporcion de varianza explicada, acumulada y alelos con
mayor influencia para los primeros 7 componentes principales.

CP VP PV (%) VA (%) Alelos con mayor aporte para cada componente

1 16.35 11.9 11.9 Hpms 1-274, Hpms 2-14, AF244121

2 13.85 10.1 22 Hpms 1-1, Hpms 1-111, Hpms 2-24, Hpms 1-173, Hpms 2-14, Hpms2-2

3 10.26 7.5 295 HpmsAT2-14, Hpms1-6, CM0005, Hpms1-168, Hpms 2-24, Hpms 1-173

4 9.05 6.6 361 Hpms 1-1, Hpms 1-6, AF244121, Hpms 1-5, Hpms 2-24, Hpms 1-173, Hpms
1-274

5 7.93 5.7 41.9 Hpms 1-1, Hpms 1-5, Hpms 2-2, Hpms 1-274

6 706 51 471 Hpms 1-1, Hpms 1-6, Hpms AT2-14, AF244121, Hpms 1-5, Hpms 1-173,
Hpms 2-14

7 6.55 4.7 51.9 Hpms 1-1, Hpms 1-6, HpmsAT2-14, Hpms 1-5, Hpms2-24, Hpms1-173

CP: Componente principal; VVP: Valores propios; PV: Proporcion de la varianza; VA: Varianza acumulada.
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Con los dos primeros componentes principales se construy6 una grafica bidimensional, donde
se puede observar la formacion de cuatro grupos de poblaciones distribuidas en los cuatro
cuadrantes del grafico (Figura 2.1). EI mayor de ellos, fue integrado por las poblaciones de chile
guajillo entre el primero y segundo cuadrante, siendo éste el que tiene la mas amplia dispersion.
En el cuadrante 11l se agruparon las poblaciones de chile puya, junto con la colecta CP-1226 de
chile guajillo y la CP-1224 de chile pasilla, por lo que es probable que estas dos colectas
presenten alelos similares con el tipo puya. Las poblaciones de chile pasilla formaron dos grupos
definidos, uno ubicado entre los cuadrantes Il y IV, donde se encuentran las poblaciones
procedentes de San Luis Potosi, Guanajuato, Aguascalientes y Jalisco, y el otro entre el
cuadrante | y IV, que corresponden a las poblaciones de Zacatecas y Michoacan. Esta
distribucion puede que corresponda con el movimiento de semilla de chile que se da
normalmente entre las distintas zonas productoras, de tal forma que colectas con el mismo origen

puedan estar contenidas en un mimo grupo.

Los grupos observados en la gréfica de dispersion (Figura 2.1) fueron similares a los derivados
del anélisis de conglomerados (Figura 2.2), donde se indican las relaciones genéticas de
similitud, lo cual sefiala una consistencia en la formacion de los grupos.

En el dendrograma (Figura 2.2) se pueden observar cuatro grupos y se distinguen dos poblaciones que
forman un grupo externo con dos poblaciones aisladas (PA) que fueron la CP-1119 y la CP-1128 de chile
guajillo, a una distancia de 0.338, colectas presentes en el extremo superior del cuadrante Il de la Figura
3.1. El primer y segundo grupo estan compuestos en su mayoria por accesiones de tipo de chile
guajillo, aunque en el primero estdn también incluidas las colectas CP-951 y CP-952 del tipo
pasilla de Michoacan, y en el segundo las colectas de chile pasilla CP-955 de Michoacan y CP-

1113 y CP-1176 de Zacatecas. Estas cinco colectas de chile pasilla son las mismas que se
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distribuyen entre el cuadrante | y IV de la Figura 2.1. El tercer grupo se conformo de las colectas
de pasilla de San Luis Potosi, Guanajuato, Aguascalientes y Jalisco, y las colectas de chile tipo
puya CP-1122, CP-1127 y CP-1138 de Zacatecas. En este caso, las colectas de chile pasilla
corresponden al grupo del cuadrante 111 y IV ubicado en la parte inferior de la Figura 2.1.

Finalmente, el grupo IV se formé por dos colectas del tipo puya.
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Figura 2.1. Dispersion de 31 poblaciones de chile con base en los dos primeros componentes
principales.

Las relaciones genéticas entre las poblaciones mostradas en las Figuras 3.1 y 3.2 indican que el
chile guajillo comparte un mayor nimero de alelos con el subgrupo de chile pasilla formado por

las poblaciones que proceden de Michoacan y Zacatecas; el otro subgrupo de pasilla lo
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comparten principalmente con uno de chile puya. ElI hecho de que el tipo de chile guajillo

comprenda dos de los cuatro grupos formados, més dos accesiones externas, coincide con lo

observado en campo, donde la variacion de frutos de chile guajillo fue mayor a la de los otros

dos tipos de chile.

Esta mayor variacion de los chiles guajillo puede ser debida a que la

superficie cultivada es mayor que la de chile pasilla y esta ultima supera a la de chile puya; por

lo tanto se esperaria mayor variacion en guajillo por su adaptacion a diferentes condiciones

ambientales, lo que se ve reflejado en el mayor nimero de alelos (A) y alelos por locus (AL).
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Figura 2.2. Dendrograma a partir de 137 alelos de SSRs de 31 poblaciones de Capsicum

annuum. (PA: Poblaciones aisladas de guajillo; I-1V: Grupos).

En cambio el pasilla, si bien no tiene tan amplia superficie, se cultiva de manera importante en

areas contrastantes como la de Michoacéan con respecto a la zona mas compacta de Guanajuato,

Jalisco, San Luis Potosi y Zacatecas, por lo que se esperaria que entre ellas existiera mayor
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diferencia genética. EI grupo de chile pasilla de Calera Zacatecas y el de Queréndaro Michoacéan
presentaron una similitud que puede deberse al intercambio de semilla entre zonas.

El andlisis morfoldgico previo (datos no mostrados), de donde se formaron las colectas
centrales de los chiles guajillo y pasilla, presentd consistencia en su agrupamiento con los
resultados del presente trabajo, donde se analizaron las mismas accesiones. En el dendrograma
del analisis morfoldgico el primer grupo estuvo formado por siete colectas de chile pasilla y la
colecta CP-1119 de guajillo. En el segundo grupo se unieron seis colectas de chile guajillo. El
tercer grupo estuvo integrado por cuatro colectas de chile guajillo y cuatro colectas de chile
pasilla. El cuarto grupo estuvo compuesto de cuatro colectas de chile guajillo. El chile puya
formé un grupo definido con sus cinco poblaciones.

La similitud parcial observada entre los resultados morfoldgicos y los moleculares indicé que
el efecto del ambiente actud sobre la expresion de algunos caracteres morfoldgicos, y que los
alelos que estan compartiendo las poblaciones son similares para pasilla y puya, probablemente
debido al intercambio genético que puede existir con la movilidad de la semilla, ya que estos
tipos de chile comparten la zona de produccion.

3.4. CONCLUSIONES

En las accesiones de chile guajillo, pasilla y puya se identificd un nivel alto de polimorfismo y
la presencia dentro de las accesiones de un elevado nimero de heterocigotos. Y la diversidad
dentro de cada tipo de chile fue mayor que la detectada entre los tres tipos.

Existe similitud genética entre las accesiones de chile puya y algunas de chile pasilla, al igual
que una similitud entre el chile pasilla y algunas poblaciones de guajillo.

El chile puya se encuentra més relacionado al chile pasilla que al guajillo.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES GENERALES

Con la caracterizacion molecular y bioquimica del presente trabajo se obtuvieron las siguientes
conclusiones generales:

Existe una amplia variacion genética entre y dentro de las poblaciones de los tres tipos de chile,
siendo mayor la variacion dentro de las poblaciones.

En general las diversas poblaciones se agruparon de acuerdo al tipo de chile, aunque algunas
poblaciones de chile pasilla de Zacatecas y Michoacan se agruparon con los chiles guajillo, al
igual que algunas poblaciones de Guanajuato, San Luis Potosi, Aguascalientes y Jalisco se
agruparon con los chiles tipo puya.

Genéticamente existe una mayor relacion entre los chiles puya y pasilla que la que puede existir
con guajillo.

Bioguimicamente hay mayor concentracion de carotenoides y flavonoides en los chiles tipo
pasilla, y de capsaicinoides en el tipo puya.

Bajo las condiciones de cultivo en el estado de San Luis Potosi hay una mayor produccién de
capsaicinoides y carotenoides, y en las condiciones de Zacatecas mayor produccion de

flavonoides.
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