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CARACTERIZACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE
VARIEDADES DE CHILE ‘GUAJILLO’ NATIVAS DE ZACATECAS A
NIVEL MORFOLOGICO, MOLECULAR Y BIOQUIMICO

Yolanda del Rocio Moreno Ramirez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2015

Los chiles nativos abastecen gran parte de la produccion de chile seco del pais, impulsan la
economia nacional y son fuertemente apreciados en la cultura culinaria por su sabor, olor y picor.
Chile “Guajillo’ destaca por su importancia econdémica y de valor gastrondmico; sin embargo, su
diversidad, aunque amplia, no ha sido analizada en condiciones reales de produccion, donde su
valoracion puede ser mas efectiva. El objetivo de este estudio fue analizar la diversidad genética
de chile ‘Guajillo’ nativo de Zacatecas junto a los chiles ‘Pasilla’, ‘Puya’ y ‘De Arbol’ como
referentes poblacionales. El analisis de la diversidad se realizo en tres fases: i) La caracterizacion
morfoldgica, con la descripcion de 17 atributos de planta, fruto y semilla altamente discriminantes,
evaluadas en 98 poblaciones de chile ‘Guajillo’ y 12 referentes poblacionales (cuatro de “‘Puya’,
tres de “Pasilla’, una de chile “De Arbol’, y cuatro testigos), establecidas en un disefio experimental
latice simple 10 % 11 con dos repeticiones en dos localidades de Zacatecas. La diversidad fenotipica
se analiz6 a través de andlisis de componentes principales (ACP) y de conglomerados, que
permitieron ademas la definicion de la coleccion nucleo para el andlisis fitoquimico y molecular;
i1) El andlisis bioquimico sobre el contenido de capsaicinoides, carotenoides y vitamina A en 33
poblaciones nativas de chile ‘Guajillo’, junto a chiles ‘Puya’ (3), ‘Pasilla’ (2), ‘De Arbol’ (1) y un
hibrido comercial utilizados como referentes de picor y color, que se establecieron en un disefio de
bloques al azar con dos repeticiones en una localidad de Zacatecas, cuyos datos fueron analizados
por comparacion de medias, andlisis de componentes principales (ACP) y de conglomerados; iii)
La caracterizacion molecular, mediante 19 loci de microsatélites de poblaciones de chile ‘Guajillo’®
(32), “Pasilla’ (2), ‘Puya’ (3), ‘De Arbol’ (1), y una accesion silvestre tipo “Piquin’ (C. annuum L.
var. glabriusculum) como grupo externo para obtener parametros de diversidad, estructura y
relacion genética de las poblaciones mediante analisis de agrupamiento y ACP, y la diferenciacion
genética entre las poblaciones con base en el analisis conglomerado del modelo bayesiano. Se
encontrd amplia diversidad a través de los tres estudios; las caracteristicas de fruto, tamafo, color,
forma, longitud de placenta y pedicelo, arrugamiento transversal y dias a fructificacion,
principalmente, definieron los rasgos distintivos de cada tipo de chile, que explicaron de manera
precisa la variabilidad fenotipica observada. Se observé alta heterogeneidad en la composicion
fitoquimica de chile ‘Guajillo’, que presentd un patron caracteristico en la composicion de
capsaicinoides, carotenoides y vitamina A, en el cual se identificaron variantes particulares. Los
microsatélites permitieron una clara descripcion de la diversidad y relaciones genéticas en las
poblaciones de chile ‘Guajillo’, que mostraron amplia base genética y diversidad intrapoblacional.
La diversidad de las poblaciones nativas de chile ‘Guajillo’ es alta, y su valoracion debe ser
considerada para establecer estrategias de conservacion y aprovechamiento adecuadas para este
germoplasma.

Palabras clave: Capsicum annuum L., caracterizacion, heterogeneidad, composicion fitoquimica,
variantes particulares.
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GENETIC DIVERSITY CHARACTERIZATION OF 'GUAJILLO' CHILE
LANDRACES FROM ZACATECAS AT MORPHOLOGICAL, MOLECULAR
AND BIOCHEMICAL LEVEL

Dr. Yolanda del Rocio Moreno Ramirez
Colegio de Postgraduados, 2015

Native chiles supply much of the country's production of dry chile, driving the national economy,
and are highly appreciated in the culinary culture for its taste, smell and pungency. ‘Guajillo’ chile
stands out for its economic importance and gastronomic value; however, its diversity, although
wide, has not been analyzed in real production conditions where its assessment may be more
effective. The aim of this study was to analyze the genetic diversity of ‘Guajillo’ chile native of
Zacatecas along with “Pasilla’, ‘Puya’ and ‘De Arbol’ chiles as population references. The diversity
analysis was conducted in three phases: 1) morphological characterization, with the description of
17 attributes of plant, fruit and seed highly discriminative, evaluated in 98 ‘Guajillo’ chile
populations and 12 population referents (four of “Puya’, three of “Pasilla’, one of chile “De Arbol’,
and four controls), established in simple lattice experimental design 10 x 11 with two replications
in two localities from Zacatecas. The phenotypic diversity was analyzed by principal component
analysis (PCA) and clusters, which also allowed the definition of the core collection for the
phytochemical and molecular analysis; i1) Biochemical analysis on the content of capsaicinoids,
carotenoids and vitamin A in 33 landraces of ‘Guajillo’ chile, with ‘Puya’ chilies (3), ‘Pasilla’ (2),
‘De Arbol’ (1) and a commercial hybrid used as benchmarks of pungency and color, which were
established in a randomized block design with two replications in a locality from Zacatecas, whose
data were analyzed by comparison of means, principal components analysis and clusters; iii) The
molecular characterization, using 19 microsatellite /oci of ‘Guajillo’ chile populations (32),
‘Pasilla’ (2), “Puya’ (3), ‘De Arbol’ (1), and a wild ‘Piquin’ type accession (C. annuum L. var.
glabriusculum) as an external group to obtain diversity parameters, genetic structure and
relationship of the populations by cluster analysis and PCA, and the genetic differentiation among
populations based on cluster analysis of the Bayesian model. Wide diversity was found across the
three studies; fruit characteristics, size, color, shape, placenta and pedicel length, transversal
shriveling and days to fruiting, mainly defined the distinctive features of each type of chile, which
accurately explained the observed phenotypic variability. High heterogeneity was observed in the
phytochemical composition of ‘Guajillo’ chile which presented a characteristic pattern in the
compositions of capsaicinoids, carotenoids and vitamin A, in which particular variants were
identified. Microsatellites allowed a clear description of the diversity and genetic relationships
among ‘Guajillo’ chile populations, which showed wide genetic base and intrapopulational
diversity. The diversity of ‘Guajillo’ chile landraces is high, and its valuation should be considered
in order to establish conservation strategies and appropriate use for this germplasm.

Keywords: Capsicum annuum L., characterization, heterogeneity, phytochemical composition,
particular variants.
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INTRODUCCION GENERAL

1. Marco conceptual

Origen, domesticacion e importancia de Capsicum

El olor, sabor y picor son las caracteristicas mas apreciadas del género Capsicum (Ornelas-
Paz et al., 2010), el cual presenta mas de 30 especies y pertenece a la familia de las Solanéceas
(Meckelmann et al., 2015). Su divergencia inici6 de un ancestro comun con tomate (Solanum
lycopersicum L.), que ocurridé hace 20 millones de anos (Wu et al., 2009), mediante un evento
evolutivo asociado con picor (Tewksbury et al., 2006), de la cual los capsaicinoides son

responsables y exclusivos de los frutos de Capsicum (lorizzi et al., 2001; Jarret et al., 2007).

En Sur América existe una region que se ha considerado como centro de origen de Capsicum
spp., region llamada area nucleo, que incluye regiones de Perti, Argentina, ademas de Bolivia
(Olmstead et al., 2008), a lo largo del Rio Grande (Stewart et al., 2005), asi como también a la
region donde se extiende el Rio Amazonas en Brasil (Clement et al., 2010). Pera es considerado
como area nucleo de domesticacion, por conservar la mayor diversidad de chiles domesticados
(Meckelmann et al., 2015); sin embargo, estudios antropologicos y genéticos sefialan que la
domesticacion del género se suscito a través de eventos independientes (Perry et al., 2007), en al
menos dos regiones de América: C. annuum y C. frutescens en Mesoamérica y C. chinense, C.

pubescens 'y C. baccatum en América del Sur (Pickersgill, 2007).

Con base en caracteristicas morfologicas, citogenéticas e hibridacion, las especies de
Capsicum han sido separadas en tres complejos: 1) el complejo C. annuum, al que pertenecen C.

annuum, C. chinense, C. frutescens, sus parientes silvestres y C. galapagoense; ii) el complejo C.



baccatum, el cual integra a C. baccatum, C. praetermissum y C. tovarii; y iii) el complejo C.
pubescens, con C. pubescens, C. cardenasiiy C. eximium (Ince et al., 2010; Gonzalez-Pérez et al.,
2014). C. annuum, C. chinense y C. frutescen son las especies que destacan por su mayor
importancia econémica, produccion y versatilidad de usos, tanto alimenticios como no alimenticios
(Lannes et al., 2007); y de éstas, la mayor parte de sus variedades y poblaciones nativas se
distribuyen en toda Latinoamérica (Liu et al., 2013a). C. annuum es la especie con mayor
distribucion y valor, asi como la mas utilizada en los programas de mejoramiento de cultivares

comerciales (Gonzalez-Pérez et al., 2014).

La domesticacion de Capsicum annuum ocurrida en México generé amplia diversidad
fenotipica (Hill et al., 2013; Kraft et al., 2014) con base en la seleccion, aprovechamiento y manejo
diferencial (Ortiz et al., 2010). Como resultado de dicha domesticacion, los frutos de esta especie
muestran enorme variabilidad en tamafos, formas e intensidades de color, tanto en estado inmaduro
como en la madurez, heterogeneidad fenotipica que se observa a través de sus morfotipos y
poblaciones nativas de chile, que cumplen multiples satisfactores antropocéntricos (Camacho et

al., 2005).

En cada poblacion se ha logrado definir una amplia fuente de variacion, en particular para
los alelos de interés agricola y de adaptaciones locales (Nicolai et al., 2013), derivados de los
numerosos eventos independientes asociados con la domesticacion de C. annuum (Aguilar-
Meléndez et al., 2009), la cual se sugiere ocurri6 en distintos centros geograficos, tales como un
centro primario de domesticacion (Tamaulipas, Nuevo Leén, San Luis Potosi, Veracruz e Hidalgo)
y un centro secundario ubicado en el occidente de México (Nayarit). Estos dos centros fueron
propuestos por Loaiza-Figueroa et al. (1989), a partir del analisis de diversidad genética, asi como

de las regiones noreste y el centro-este de México, definidas por Kraft ef al. (2014) con base en



estudios genético-antropocéntricos, asi como la peninsula de Yucatan a la que Aguilar-Meléndez
et al. (2009) atribuyen la existencia de haplotipos Unicos. La seleccion natural y artificial dieron
lugar a la amplia variacion de formas silvestres, semi domesticadas y poblaciones nativas
(Hernédndez-Verdugo et al., 2012; Kraft et al., 2013) que en México suman mas de 64 diferentes
tipos de chiles de los cuales 55 son domesticados (Aguilar ef al., 2010), razén por la que este pais
ha sido propuesto también centro de diversidad (Hernandez-Verdugo et al., 1999; Vera-Guzman

etal.,2011).

El papel historico-cultural del chile en México tiene antecedentes precolombinos. En tiempos
del imperio azteca formo parte del tributo imperial y fue utilizado como aditivo en la bebida de
chocolate, el cual era consumido tinicamente por los estratos sociales mas altos del gobierno, asi
como correctivo infantil que se lograba con la inhalaciéon del humo que se desprendia al quemar
los chiles (Bosland y Votava, 2012). Hay registros histéricos que sefialan que a la llegada de los
espafioles en la conquista de México, la diversidad de chiles cultivados era amplia y con
versatilidad de formas y colores, que podian categorizarse por atributos organolépticos particulares
para consumo y guisos especificos (Bafiuelos et al., 2008). Luego, esas multiples formas fueron
introducidas a Europa en el siglo XV, para su posterior dispersion hacia el Mediterraneo, Africa,

India y China (Bosland y Votava, 2012).

Las preferencias de consumo son de tipo afectivo y cognitivo, con base en la percepcion de
estimulos, y se transforman en necesidades dentro de su contexto sociocultural y territorial
(Castellon-Martinez et al., 2012). En este sentido, los alimentos otorgan parte de la identidad
cultural, que en el caso particular del chile ésta es asociada fuertemente a la gastronomia nacional,

por su amplio uso atribuido a sus propiedades de olor, sabor y color (Aza-Gonzalez y Ochoa-Alejo,



2012). En 2010, la cocina mexicana tradicional, elaborada con base en maiz, frijoles y chiles fue

denominada “Patrimonio cultural no material’ por la UNESCO (2010).

El consumo nacional per cdpita nacional se ha reportado entre 8 y 9 kg, del cual 75 % es
consumido en fruto fresco (Castellon-Martinez et al., 2012), datos que resaltan la gran importancia
social y econdmica del cultivo de chile. Ademas, México es el segundo productor de chile fresco
con 2,294,400 t, precedido por China que aporta 15,800,000 t a la producciéon mundial. En cambio,
en la produccion de chile seco, en la que México, con 60,000 t, es superado de manera contundente
por India (1,376,000 t), China (300,000 t), Pera (164,000 t), Tailandia (156,000 t) y Pakistan
(150,000 t) (FAOSTAT, 2013), lo que indica una pobre competencia en la que problematicas
fitosanitarias y de comercializacion han incidido. Entre los morfotipos de chile seco con mayor
importancia econdémica y cultural en el pais se encuentran: ‘Guajillo’, ‘Pasilla’, “Cascabel’,
‘Ancho’, ‘Puya’, “Huacle’, ‘Piquin’ y ‘De Arbol’, que son ingredientes importantes en moles,
adobos y salsas, y cuyo aprovechamiento agrondmico esta basado principalmente en el cultivo de
poblaciones nativas (Kraft et al., 2010), de las que anualmente se obtienen de una superficie

cultivada de 32,500 ha (FAOSTAT, 2013).

El uso de chile como ingrediente tiene gran importancia no sélo en la gastronomia mexicana,
sino ademas en la cultura culinaria de Tailandia, India, Corea y del Mediterraneo (Guzman et al.,
2011) en la que se observan diferentes demandas hacia un tipo, color, forma, madurez y picor
especifico (Liu et al., 2013a). El aprovechamiento de Capsicum es principalmente alimenticio; sin
embargo, sus derivados tienen amplias aplicaciones en la medicina tradicional, asi como en las
industrias de aditivos, drogas, productos promotores de salud, agentes de control de plagas y
productos cosméticos (analgésicos externos, agentes acondicionadores y aromatizantes, colorantes

y, como aditivo de fragancias) (Bosland y Votava, 2012).



Analisis de la diversidad de Capsicum

El analisis de la diversidad es considerada como prioridad mundial, ya que es la base del
suministro de alimentos y supervivencia (Bellon, 2004). La caracterizacion permite describir,
cuantificar y clasificar la diversidad fenotipica y genética de las poblaciones, y posibilita identificar
variantes individuales que resultan de la interaccion dindmica de adaptacion con los factores
ambientales en los que se desarrolla esta poblacion, ya que en su interaccion adaptativa las
poblaciones acumulan informacion genética que a manera de variantes, cada especie va

incorporando entre sus miembros (Franco e Hidalgo, 2003).

En este sentido, los recursos genéticos de Capsicum han sido descritos con base en
caracteristicas morfolégicas (Geleta et al., 2005; Palacios y Garcia, 2008; Sudré et al., 2010;
Shrestha et al., 2011), marcadores isoenzimaticos (Moran et al., 2004; Quintero et al., 2005;
Oyama et al., 2006; Kumar et al., 2014), estudios citogenéticos (Dash et al., 2001; Shrestha et al.,
2010) y marcadores moleculares tales como: RFLP, , AFLP, RAPD, S-SAP, SSRLP, ISSR, CAPS
y DAMD-PCR, utilizados de manera principal en estudios de clasificacion taxonémica (Eshbaugh,
1993; Prince et al., 1992; Rodriguez et al., 1999; Lefebvre et al., 2001; Baral y Bosland, 2002;

Guzman et al., 2005; Adetula y Olakojo, 2006; Ince ef al., 2009).

En afios recientes, los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) han adquirido gran
importancia en el analisis genético de Capsicum y han contribuido al conocimiento de su
variabilidad genética (Tam et al., 2005; Nagy et al., 2007; Portis et al., 2007; Hanacek et al., 2009;
Patel et al., 2011; Dhaliwal et al., 2014), mapeo genémico (Lee et al., 2004; Minamiyama et al.,

20006; Yi et al., 2006; Nagy et al., 2007; Wu et al., 2009; Mimura et al., 2012; Sugita et al., 2013;



Ahn et al., 2014), identificacion de genotipos (Juhasz ef al., 2006) y analisis de estructura genética

(Ibiza et al., 2012; Pacheco-Olvera et al., 2012).

Respecto a los atributos fitoquimicos, farmacologicos, terapéuticos y de valor industrial que
Capsicum presenta se han desarrollado estudios de caracterizacion acerca de su composicion
metabolica en capsaicinoides (Schweiggert et al., 2006; Liu et al., 2013b; Barbero et al., 2014) y
el control genético de su biosintesis (Ben-Chaim et al., 2006; Stewart et al., 2007; Yarnes et al.,
2013), y perfiles de acidos grasos (Keum et al., 2012; Jarret et al., 2013; Sora et al., 2015), perfil
de carotenoides individuales (Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1993; Deli et al., 2001;
Giuffrida et al., 2013), flavonoides (Butcher et al., 2012; Butcher et al., 2013), tocoferoles
(Meckelmann et al., 2015), antioxidantes y capacidad antioxidante (Materska y Perucka, 2005;
Conforti et al., 2007; Tundis et al., 2011; Zimmer et al., 2012; Silva et al., 2013), asi como el color
extraible para usos industriales (Kim et al., 2002), compuestos fendlicos (Conforti et al., 2007,
Vega-Galvez et al., 2009; Eggink et al., 2012). Tambien se ha estudiado la variacion de estos
compuestos quimicos conforme a la madurez de fruto (Howard et al., 2000; Rodriguez-Uribe et

al., 2102) y su regulacion genética (Liu et al., 2013b; Keyhaninejad et al., 2014).

Todos estos estudios sustentan la alta variabilidad genética, bioquimica y morfologica del
género Capsicum, en la que se asocian entre otros a multiples procesos y patrones evolutivos e

interaccion genético ambiental que incidieron en su especiacion.

Diversidad de las poblaciones nativas de México

La documentacion de la diversidad de C. annuum en México se ha logrado por la
caracterizacion isoenzimatica, morfologica, fitoquimica y genética de morfotipos nativos, como

los estudio desarrollados por Corona-Torres et al. (2000), quienes identificaron alta diversidad



genética de poblaciones de C. annuum y C. chinense medida por isoenzimas. Otro estudio similar
fue realizado por Moran-Banuelos et al. (2004), quienes descubrieron altos porcentajes de
polimorfismo entre poblaciones de chile local de Yucatan. De igual modo, Latournerie et al. (2002)
mostraron amplia variabilidad morfologica en chiles ‘XCat’ic’, ‘Dulce’, “Ya'ax ic’, “Succurre’,

‘Cha’hud’, ‘Maaxito’ y ‘Habanero’ de Yucatan.

En chile tipo ‘Guajillo” Moreno-Pérez et al. (2007, 2011), con base en el analisis morfologico
y fenoldgico de la planta e involucrando caracteristicas especificas de la flor y del fruto, lograron
la descripcion de la alta variacion fenotipica de sus poblaciones. En variedades locales de Tabasco,
Pérez-Castaneda et al. (2008) realizaron la caracterizacion y separacion en tipos que mostro
heterogeneidad fenotipica de los recursos de chile de ese estado. En chile ‘De Agua’, Martinez-
Sanchez et al. (2010) describieron caracteristicas seleccionadas de raiz, tallo, flor, fruto y semilla,
que contribuyeron a la variabilidad morfologica e identificacion de germoplasma con el mayor

potencial para mejoramiento genético.

Por su parte, Castafion-Najera et al. (2010) sefialaron amplia diversidad intra e inter
poblacional en los tipos ‘Piquin’, ‘Blanco’, ‘Garbanzo’, ‘Pico Paloma’, ‘Amashito’, ‘Pico Paloma
Blanco’, “‘Muela’, ‘Ojo de Cangrejo’ y “Habanero’, a partir de la descripcion morfoldgica in situ e
hicieron la identificacion de variables ideales para su caracterizacion. El andlisis fenotipico y
cambios durante la vida postcosecha indicé variabilidad en poblaciones de chile ‘Amashito’

(Salinas et al., 2010).

Respecto a la caracterizacion bioquimica de poblaciones de C. annuum, Cazares-Sanchez et
al. (2005) identificaron alta variabilidad en el contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina en

morfotipos de Yucatan, y una fuerte asociacion entre picor y usos culinarios. Por otra parte, Moran-



Batfiuelos et al. (2008) revelaron amplia variacion en el contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina
en poblaciones nativas de C. annuum procedentes de Puebla. Por su parte, Collera-Zuiiga et al.
(2005) compararon los contenidos de carotenoides en tres variedades mexicanas tipo “Ancho’,

‘Guajillo’ y “Mulato’, entre las que encontraron diferencias considerables.

En poblaicones de chile de Oaxaca de los tipos “Solterito’, “Nanchita’, ‘De Agua’, “Tusta’,
‘Costefio’, “Canario’, “Tabaquero’, ‘Gliero y ‘Piquin’, Vera-Guzman et al. (2011) encontraron
diferencias entre morfotipos, sobre todo en vitamina C, fenoles, flavonoides, B-caroteno, color y

capsaicinoides.

En los chiles ‘Guajillo’, ‘Ancho’, ‘Pasado’, ‘Pasilla’, “Puya’, ‘Tres Venas’, ‘Chipotle’,
‘Jalapefio’, ‘Mirasol’, “Morita’, “Serrano’, ‘De Arbol’ y ‘Piquin’, Orellana-Escobedo et al. (2012)
determinaron el contenido de capsaicinoides y la composicion proximal de chiles, lo que permitio
encontrar variaciones atribuidas al ambiente y a la constitucion genética, resultados que fueron
similares a los obtenidos por Gonzalez-Zamora et al. (2013) para contenido de capsaicina,
dihidrocapsaicina y picor analizados en poblaciones nativos y variedades comerciales de los tipos

‘Ancho’, ‘De Arbol’, ‘Chiltepin’, ‘Guajillo’, “Jalapeio’, ‘Puya’ y “Serrano’.

La wvariabilidad genética descubierta por Gonzalez-Pérez et al. (2014) mediante
microsatélites en variedades locales de chiles en México, indica alto polimorfismo genético en
accesiones mexicanas de C. annuum, lo que mostré heterogeneidad genética y amplia cantidad de
alelos exclusivos. En poblaciones nativas de chile “Poblano’ C. annuum, Contreras-Toledo et al.
(2011) también encontraron amplia variabilidad genética y diversidad intra poblacional.

Similarmente, Pacheco-Olvera et al. (2012) encontraron amplia diversidad en poblaciones



silvestres y nativas del noreste de México mediante siete SSR seleccionados, al igual que Gonzélez-

Jara et al. (2011) en poblaciones silvestres (C. annuum var. glabriusculum).

Los avances acerca del estudio y conocimiento del origen, evolucion, diversificacion y de
genética basica y de poblaciones de C. annuum L., tanto en germoplasma silvestre como nativo,
requieren de analisis complejos basados en el estudio de germoplasma representativo del género,
con tamano de muestra Optimos, regiones amplias de colecta, descriptores seleccionados, y
marcadores moleculares. Ello permitird obtener informacion congruente y, particularmente,

estadisticamente robusta.

2. Planteamiento del problema

La importancia de identificar y mantener la diversidad genética de cultivos es reconocida
como una prioridad mundial porque los genes son materia base para cambios evolutivos y, al
mismo tiempo, mantienen memoria de registros genéticos que han ocurrido en el pasado. La
documentacion de la diversidad genética permite identificar variabilidad, patrones y estructura

genética, y asi establecer estrategias eficientes de conservacion y aprovechamiento.

La caracterizacion de Capsicum describe, cuantifica y clasifica la diversidad fenotipica y
genética. Sin embargo, la descripcion morfoldgica no es suficiente, pese a la facilidad de ser
desarrollada, ya que depende de la heredabilidad de la caracteristica e influencia del ambiente, por
lo que se sugiere sea complementada con marcadores moleculares. En este sentido, los
microsatélites tienen la capacidad de diferenciar fenotipos muy similares o confirmar la diversidad
fenotipica observada con base en su amplia cobertura del genoma y nula interacciéon con el

ambiente. Por su parte, la caracterizacion bioquimica valoriza la heterogeneidad composicional asi



como la acumulacion y sintesis de metabolitos secundarios, los cuales son de importancia en la

interaccion de las plantas con el ambiente donde se desarrollan.

La produccion nacional de chiles secos, que incluye al tipo ‘Guajillo’, es abastecida por
poblaciones nativas que enfrentan problemas fitosanitarios, de comercializacion y ambientales, que
pese a su importancia econdmica, genética y cultural son pocos los estudios asociados al analisis
de su diversidad, mismos que no se han efectuado en los ambientes de las regiones productoras,
con el manejo agrondmico correspondiente a las practicas aplicadas por los agricultores que

mantienen y utilizan este germoplasma.

La caracterizacion del germoplasma nativo de Capsicum annuum L. tipo ‘Guajillo’ evaluado
junto a otros tipos poblacionales de chile seco crecidos en las condiciones de la region productora,
a través del analisis fenotipico, de metabolitos y molecular brinda amplia confiabilidad en la
descripcion de la diversidad, cuya valoracién permite desarrollar estrategias efectivas de
conservacion y mejoramiento genético, asi como prevenir su erosion genética y la pérdida de estas

poblaciones de chile fuertemente ligadas a contextos culturales y culinarios.

Con base en el contexto anterior, en este estudio se plantean los objetivos e hipdtesis

siguientes:

3. Objetivos

Objetivo general

Describir la variabilidad morfolégica, fitoquimica y genética de poblaciones de chile

‘Guajillo’ nativas de México, principalmente de Zacatecas, para conocer la estructura genética,
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magnitud y patrones de diversidad y su relacion con otros tipos poblacionales cultivados en la

region productora.

Objetivos particulares

& Determinar la diversidad fenotipica de poblaciones de chile tipo “Guajillo’ y otros tipos
similares nativos de Zacatecas, mediante descriptores cuantitativos y cualitativos
seleccionados para ese fin, asi como visualizar la formacion de grupos y estructura entre y

dentro de los mismos.

& Valorar la heterogeneidad fitoquimica a través del anélisis de capsaicinoides, carotenoides
y vitamina A presentes en poblaciones de chile ‘Guajillo’ y otros tipos poblacionales

utilizados como referentes de picor y color producidos en Zacatecas.

& Analizar la diversidad de las poblaciones nativas de chile ‘Guajillo’ mediante

microsatélites.

& Identificar poblaciones con caracteristicas agrondmicas y de composicion sobresalientes
para el futuro aprovechamiento de dicho potencial genético dirigido a mejorar rendimiento,

calidad y valor nutraceutico.

4. Hipotesis

Hipotesis general

Se postula que la diversidad de chile ‘Guajillo’ nativo de México es amplia a nivel

morfologico, fitoquimico y genético.
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Hipotesis particulares

« Existe alta variabilidad morfoldgica (fenotipica) en las poblaciones de chile ‘Guajillo’

nativos procedentes de Zacatecas.

& Chile ‘Guajillo’ presenta heterogeneidad en la acumulacion y sintesis de capsaicinoides,
carotenoides y vitamina A, asociada con la interacciéon genético-ambiental y con la

seleccion antropocéntrica diferencial.

& Las poblaciones nativas de ‘Guajillo’ analizadas mediante loci microsatélites presentan

amplio polimorfismo genético.

& Existen poblaciones de chile ‘Guajillo’ sobresalientes en caracteristicas agrondmicas y en

contenido de metabolitos de interés.
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CAPITULO 1

DIVERSIDAD MORFOLOGICA DE VARIEDADES DE CHILE ‘GUAJILLO’ NATIVAS

DE ZACATECAS, MEXICO!

Yolanda del Rocio Moreno-Ramirez, Amalio Santacruz-Varela, Higinio Lopez-Séanchez,
Leobigildo Cordova-T¢llez, Victor A. Gonzalez-Herndndez, Pedro Antonio Lopez, Tarsicio

Corona-Torres.
1.1. Resumen

Las poblaciones nativas de chile “Guajillo’ y otros tipos de chile producidos en Zacatecas requieren
de estudios de diversidad genética, a fin de describir y cuantificar la variacion existente y asi
plantear estrategias de conservacion y mejoramiento genético. El objetivo de este estudio fue
determinar la diversidad morfolégica de poblaciones de chile “Guajillo’ nativas del estado de
Zacatecas, México, mediante descriptores que permitieran diferenciar grupos morfolégicos. Se
evaluaron 32 caracteristicas de planta, fruto, flor, semilla y fenologia, en 101 poblaciones nativas
de chile “Guajillo’ (98), y como referencia poblaciones de ‘Puya’ (4), ‘Pasilla’ (3) y chile ‘De
Arbol’ (1), ademas de cuatro variedades mejoradas como testigos, mediante un disefio experimental
Latice simple 10 x 11 con dos repeticiones en dos localidades de Zacatecas. Los analisis de
varianza y correlacion identificaron 17 caracteristicas altamente discriminantes que
correspondieron al 53% del total de variables evaluadas. El ancho, longitud, peso, color, forma y
fenologia del fruto, asi como la longitud de placenta y forma del pedicelo explicaron mayormente

la heterogeneidad fenotipica observada a través de los Analisis de Componentes Principales (ACP)

! Manuscito enviado a Genetics and Molecular Research para su publicacion como articulo cientifico.
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y de conglomerados. Se encontré una amplia diversidad morfologica de chile ‘Guajillo’ y otros
tipos de chile, diversidad que parece mantenerse a través de la seleccion y manejo de morfotipos
similares y especificos, dentro y entre tipos. Existe una amplia variacién morfologica y agronémica
del germoplasma de chile ‘Guajillo’ manejado por los agricultores tradicionales, con gran potencial

para ser aprovechado de manera inmediata para incrementar la produccion de este cultivo.

Palabras clave: C. annuum L., poblaciones nativas, tipos de chile, diversidad genética,

germoplasma.
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1.2. Summary

Native populations of ‘Guajillo’ chile peppers, as well as other types of chiles produced in
Zacatecas, require studies on their genetic diversity in order to describe and quantify existing
variation and propose conservation and breeding strategies. The objective of this study was to
determine morphological diversity of native ‘Guajillo’ chile populations from the state of
Zacatecas, Mexico, using descriptors that enable differentiation of morphological groups. Thirty-
two plant, fruit, flower, seed and phenological traits were assessed in 98 native ‘Guajillo’ chile
populations. The same traits were also assessed in reference populations: “Puya’ (4), ‘Pasilla’ (3)
and chile ‘De Arbol’ (1), as well as in four improved varieties used as controls. The experimental
design was a simple 10 x 11 lattice with two replications in two locations in Zacatecas. Analysis
of variance and correlations identified 17 highly discriminating characteristics that corresponded
to 53 % of all of the traits assessed. The width, length, weight, color, shape and phenology of the
fruit, as well as placenta length and pedicel shape explained most of the phenotypical heterogeneity
revealed by principal component (PCA) and cluster analyses. Broad morphological diversity of
‘Guajillo’ and other types of chiles was found. This diversity appears to be maintained through
selection and management of similar and specific morphotypes, within and among types. There is
broad morphological and agronomic variation in the ‘Guajillo’ chile germplasm managed by
traditional farmers. This diversity has great potential to be used immediately to increase production

of this crop.

Key words: Capsicum annuum L., native populations, chile types, genetic diversity, germplasm.
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1.3. Introduccion

El chile (Capsicum annuum L.) es valorado por su aroma, sabor y picor; destaca
mundialmente por su amplia distribucién e importancia econdémica, junto con la diversidad
morfologica que presenta (Wang y Bosland, 2006). México, como su centro de domesticacion y de
diversidad, posee una amplia variedad de tipos cultivados y silvestres (Aguilar-Meléndez et al.,
2009; Kraft et al., 2014). Sus poblaciones nativas son dinamicas y altamente heterogéneas
(Camacho et al., 2005); cada tipo de chile muestra caracteristicas morfologicas y de sabor propios,
y ademas con morfotipos adaptados a ambientes especificos. Dicha variacion se ha generado por
la seleccion agrondmica, horticola y natural aplicada en cada regién y agrosistema (Cazares-

Sanchez et al., 2005; Votava et al., 2005).

En Zacatecas el cultivo de chile contribuye con 35 % al valor econémico del sector; 80 % de
su produccion se destina al mercado en seco, donde destaca el chile Guajillo. El manejo, cultivo y
utilizacion de variedades locales de ‘Guajillo’ y otros tipos de chiles deshidratados es amplio en la
region, pero se han hecho muy pocos estudios de la valoracion genética de su diversidad; dicha
valoracion permitiria la identificacion de genotipos con caracteristicas agrondomicas potenciales
para iniciar estrategias de manejo, conservaciéon y mejoramiento genético, acordes con las
preferencias y condiciones de produccion donde han sido seleccionados y adaptados por largos
periodos de tiempo, y donde la susceptibilidad de los hibridos comerciales ante las plagas y

enfermedades propias del cultivo es cada vez mayor (Pacheco-Olvera et al., 2012).

En Capsicum se han caracterizado morfologicamente diversos oOrganos de la planta,
estructuras reproductivas, fruto y componentes del rendimiento (Castafion-Najera et al., 2008;

Toledo-Aguilar et al., 2011; Castellon et al., 2014). Tal caracterizacion permite la valoracion y
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conservacion genética (Chavez-Servia, 2006), asi como la utilizacion efectiva y eficiente del
germoplasma de interés en los programas de mejoramiento genético, al identificar accesiones con
atributos sobresalientes (Naghavi y Jahansouz, 2005), mediante la aplicacion de métodos
estadisticos diversos como analisis de componentes principales (Pla, 1986) que clasifican y

distinguen grupos genéticos de manera efectiva (Martinez-Sanchez et al., 2010).

Geleta et al. (2005) y Pacheco-Olvera et al. (2012) resaltan la importancia del germoplasma
domesticado, semidomesticado y silvestre en el uso y conservacion de Capsicum a través de
estudios morfoldgicos, genéticos y ecologicos. En colectas de chile ‘Guajillo’, Moreno et al. (2007)
y Moreno-Pérez et al. (2006, 2011) encontraron variacion de o6rganos vegetativos, de estructuras
reproductivas, asi como en color y contenido de antocianinas util para iniciar mejoramiento

genético.

Dada la importancia econdmica y genética del chile “Guajillo’, se requiere de mayor nimero
de estudios de la diversidad genética y del potencial agrondmico y fitogenético de sus variedades
locales. Es conveniente que tales estudios se efectiien en los ambientes de las regiones productoras,
con el manejo agrondmico correspondiente a las practicas aplicadas por los agricultores que
conservan y utilizan este germoplasma. La medicion de caracteristicas mas heredables o poco
afectadas por el ambiente, apropiadas para disehar programas de conservacion y mejoramiento a
nivel regional, puede ser mas precisa si se efectua en las condiciones donde se desarrolla el

germoplasma nativo.

La descripcion de recursos fitogenéticos comunmente considera el analisis separado de las
variables cuantitativas y cualitativas: sin embargo, su andlisis conjunto ofrece una mejor

descripcion y divergencia genética de las poblaciones. Gongalves et al. (2009) sefialaron que la
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caracterizacion obtenida del andlisis conjunto de datos morfologicos y moleculares brinda una
mejor cuantificacion de la diversidad genética del cultivo. En el mismo sentido, Oliveira et al.
(2015) demostraron que el agrupamiento de genotipos con base en el andlisis de datos mixtos a
través del método de Ward-MLM da mayor precision de los grupos formados que los obtenidos
con variables separadas. Por la eficiencia del método y a la naturaleza de las diferentes variables
fenotipicas evaluadas, se ha incrementado su aplicacion en estudios de recursos genéticos y
programas de mejoramiento (Franco et al., 2005, Ortiz et al., 2008, Sudré et al., 2010, Brasileiro

etal., 2015).

Bajo este contexto, el objetivo del presente estudio fue determinar la diversidad fenotipica
de poblaciones de chile tipo ‘Guajillo’ y otros tipos de chiles locales de Zacatecas, mediante
descriptores cuantitativos y cualitativos seleccionados para valorar la variabilidad genética

existente, asi como visualizar la formacion de grupos y estructura entre y dentro de los mismos.
1.4. Materiales y métodos

Se dispuso de semilla de frutos secos de 106 variedades nativas, recolectadas en Zacatecas
(97), Durango (8), Puebla (1), de las cuales 98 correspondieron al tipo ‘Guajillo’, 4 a “Puya’, 3 a
‘Pasilla’ REy una a chile ‘De Arbol’ ; ademés, se incluyeron cuatro testigos mejorados de chile
‘Guajillo’, tres de ellos (Don Ramoén, Don Luis y VR91) desarrollados en el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), y el hibrido comercial Castillo® de la
empresa Mar Seed Company. Estas 110 variedadees constituyeron los tratamientos que aqui se

evaluaron.
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Obtencion de plantulas

Se efectud en condiciones de invernadero en charolas de unicel de 200 cavidades; en cada
cavidad se depositaron dos semillas a 0.5 cm de profundidad, previamente tratadas en una solucion
de 1 gL' de benomyl (Benlate®, i. a. Methyl-1-(butylcarbamoyl) benzimidazol-2-ylcarbamate). El
sustrato fue una mezcla de Cosmopeat® y vermiculita (4:1), regado a punto de saturacion. Las
charolas se cubrieron con plastico negro hasta que al menos 50 % de las plantulas emergio.

Posteriormente se aplicaron dos aspersiones al dia con una solucion de N-P-K-Ca-Mg (4:1:4:3:1).

Sitio experimental y conduccion del experimento

En el ciclo Primavera-Verano de 2012 se trasplantaron plantulas de 45 dias de edad con
cepellon, en predios de productores cooperantes en dos localidades del estado de Zacatecas: (i)
Rancho San Felipe, Fresnillo (23°10' N y 103°04' O, altitud de 2060 m) y en (ii) Casa Blanca,
Guadalupe (22° 86' N y 102° 31' O, altitud de 2050 m). El clima de ambas localidades es Bsikw,
correspondiente a semi-arido templado (Garcia, 1988). El manejo agrondémico correspondid al
realizado tradicionalmente en la region. En el Rancho San Felipe el cultivo se establecio en
acolchado y riego por goteo con una dosis de fertilizacion de 180N-90P-00K; en Casa Blanca se
aplico riego rodado y fertilizacion de 8ON-100P-50K en la primera escarda, 80-00-50 en floracion
y 60-00-50 en la formacién de fruto. El control de malezas se hizo en forma manual en ambos

sitios.

Disefio y unidad experimental

Se empled un disefio de Latice 10 x 11 con dos repeticiones. La unidad experimental

consistio de surcos de doble hilera de 4 m de longitud en la que se establecieron 40 plantas, con
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dos plantas por mata y 0.40 m de separacion entre matas; la distancia entre surcos fue de 0.80 m,

para lograr una densidad de poblacion de 52,632 plantas ha™.

Variables evaluadas

En una muestra de 10 plantas representativas de cada unidad experimental se evaluaron las

variables correspondientes a las siguientes cinco categorias vegetativas de la guia del IPGRI para

Capsicum (1995):

i)

iii)

De la planta: Antocianinas en nudos (CAE, 1: verde, 3: morado claro, 5: morado,
7: morado oscuro); pubescencia del tallo (PTA, 3: escasa, 5: intermedia, 7: densa);
altura de planta (ALP, cm); longitud del tallo (LTA, cm); diametro de tallo (DTA,
cm); nimero de bifurcaciones (NBI); nimero de ramas en la primera bifurcacion
(NRB); numero de ramas secundarias (NRS); relacion ancho / longitud de la hoja

madura (ILAHM).

De las estructuras florales: Color de la mancha de la corola (CMC, 1: blanco, 2:
amarillo, 3: verde-amarillento, 4: verde, 5: morado); longitud de la antera (LAN,

mm); longitud del filamento (LFI, mm); nimero de pétalos (NP).

Del fruto: Color en estado inmaduro (CFRI, 3: verde, 4: anaranjado, 5: morado, 6:
morado oscuro); color de fruto maduro (CMA, 7: rojo claro, 8: rojo, 9: rojo oscuro,
10: morado, 11: marrén, 12: negro); forma de fruto (FF, 1: elongado, 2: casi
redondo, 3: triangular, 4: acampanulado, 5: acampanulado y en bloque); longitud de
fruto (LFR, cm); ancho de fruto (AFR, cm); longitud del pedicelo (LPF, cm);

espesor del pericarpio (EPE, mm); forma con la unién del pedicelo (FFP, 1: agudo,
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2: obtuso, 3: truncado, 4: cordado, 5: lobulado); arrugamiento transversal del fruto
(ATF, 3: levemente corrugado, 5: intermedio, 7: muy corrugado); nimero de l6culos
del fruto (NLF); longitud de la placenta (LPL, mm); condicion de la mezcla varietal
(CMV, 3: leve; 5: intermedia; 7: importante); peso seco promedio (PPMF, g);

numero de frutos por planta (NFPL).

iv)  De la semilla: Diametro de semilla (DSE, mm); nimero de semillas por fruto

(NSF); peso de 1000 semillas (PMS, g).

V) De la Fenologia: Dias a floracion (DFL); dias a fructificacion (DFR).

Analisis estadistico

Se analizaron de manera simultanea datos continuos y categoricos. Para determinar los
efectos de interaccidén genotipo X ambiente se realizé un analisis de varianza combinado a través
de localidades. Se aplico un andlisis de correlacion entre las variables con significancia estadistica
(p<0.05) para los pares de variables con un coeficiente de correlacion mayor de 0.7 se selecciond

una de ellas (Pla, 1986).

Las variables de mayor valor descriptivo conformaron la matriz empleada en los analisis
multivariados. Se realizdé el analisis de componentes principales (ACP). La distribucion
poblacional se grafico sobre el plano determinado por los dos primeros CP, donde el estimador de
la densidad poblacional (r) respecto a la cercania de cada observacion definié el nimero de
agrupaciones significativas, a través del método no paramétrico Modeclus (SAS Institute, 2011).
Luego, mediante un andlisis de conglomerados con el método de Ward-MLM se definiron los

grupos poblacionales a través del jerarquico de minima varianza de Ward (SAS Institute, 2011),
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con base en la matriz de disimilitud de Gower. Se aplico el método de localizacién modificada
(MLM) para establecer el numero ideal de grupos a partir de las medias de los valores para cada
variable en cada sub-poblacién (Franco et al., 2005), con base en los estadisticos pseudo-F y
pseudo-t? y la funcién logaritmica de probabilidad (Log-L). Adémas, Se realizo el analisis de
comparacion de medias (Tukey p<0.05) sobre los grupos generados. Todos los analisis estadisticos

se realizaron mediante el paquete SAS V.9.4 (SAS Institute, 2011).

1.5. Resultados y discusion

Distribucion de la variacion genética

En andlisis de varianza mostré diferencias estadisticas entre genotipos lo que implico
variabilidad genética. Se encontrdé variabilidad en 72% de las caracteristicas morfoldgicas
analizadas, ya que nueve de los descriptores vegetativos no presentaron efectos significativos. Las
correlaciones mas importantes entre las 23 variables con significancia estadistica se asociaron con
las variables de fruto, en comparacion con las caracteristicas de planta y semilla. De 32 variables

evaluadas 53% aportaron informacion a la diversidad fenotipica.

Los andlisis de varianza y correlacion permitieron la identificacion de 17 caracteristicas
altamente discriminantes, que explicaron el 79.3% de la variacion total con los cinco componentes
principales (Cuadro 1.1). El primer componente principal (CP1) explico casi 35% del total de la
variacion, principalmente con caracteristicas de altura de planta, forma, peso y arrugamiento
transversal de fruto asi como didmetro y cantidad de semilla. E1 CP2 contribuy6 con 24% de la
variabilidad fenotipica observada y se asoci6 con la longitud de placenta, pedicelo y fruto. El ancho
y nimero de frutos por planta participaron preponderantemente en la conformacion del tercer

componente, que explico el 8.8% de la variacion total. La aportacion del CP4 con 6.4%, se baso
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mayormente en el nimero de bifurcaciones y dias a fructificacion. Para el CP5 el color y nimero

de loculos del fruto definieron el 5.3% de la variacion.

Cuadro 1.1. Vectores propios de los cinco primeros componentes principales derivados de 17

caracteristicas de 110 genotipos de Capsicum annuum L.

Vectores propios

Caracteristica

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
Altura de planta 03727 -0.138  -0.121  -0.045 0.087
Ancho de fruto 0.201 0.268 0.383  -0.222 0.195
Arrugamiento transversal del fruto 0.272  -0.246 0.134  -0.109  -0.103
Color de fruto maduro 0.114 0.225 0.261 0423  -0.465
Dias a fructificacion 0.070 0.145 0.428 0.562 0.364
Didmetro de semilla 0.325 0.171  -0.104 0.122 0.004
Diametro de tallo 0.252 0.184  -0.178 -0.240  -0.128
Forma del fruto 0.304 -0.261 0.067 0.039 0.168
Forma del fruto con la unién del pedicelo 0.256  -0.320 0.084 0.113 0.152
Numero de frutos por planta -0.268  -0.144 0.375 -0.112  -0.046
Longitud de fruto 0.067 0.415  -0.252 0.018 0.116
Longitud del pedicelo 0.104 0.340 -0.189  -0.141 0.245
Longitud de la placenta -0.108 0.422 0.001 0.103 0.052
Numero de bifurcaciones 0.144 0.160 0.476  -0.536 0.093
Numero de l6culos 0.209 0.122 0.140  -0.064  -0.650
Numero de semillas por fruto 0321 -0.099 -0.172 0.095  -0.050
Peso promedio de fruto 0.368 0.042 0.010 0.104 0.067
Valor propio 5.921 4.076 1.495 1.083 0.904
% de variacion explicada 34.83 23.98 8.80 6.37 5.32
% de variacion acumulada .34.83 58.81 67.61 73.98 79.29

CP= Componente principal. = Coeficientes del vector propio de alta importancia relativa.
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El tamafio de planta, fruto y semilla ademés de la forma de fruto, placenta, union con el
pedicelo y el arrugamiento transversal, mostraron la mayor contribucion y valor descriptivo al
analisis de diversidad. La seleccion de estas caracteristicas ha definido los atributos propios de cada
tipo de chile, que manejadas bajo criterio del productor junto con las multiples condiciones donde
se establece el cultivo han logrado que cada poblacion cuente con una amplia fuente de diversidad,

en particular para los alelos de interés agricola y de adaptaciones locales (Nicolai ef al., 2013).

Las variables de fruto presentaron mayor capacidad de discriminacién que los atributos de
planta y estructuras florales. La principal contribucién a la diversidad morfolédgica se describi6 de
manera particular con once caracteristicas de fruto, que representan el 65% de las variables
seleccionadas. El ancho, longitud, peso, forma del fruto asi como la longitud de placenta y forma
del pedicelo explicaron mayormente la heterogeneidad fenotipica observada, contrario a las
estructuras florales y algunas caracteristicas de planta como la presencia de antocianinas, longitud
y diametro de tallo, asi como el numero de ramas que no aportaron informacion a la descripcion

morfologica.

De acuerdo con la distribucion poblacional sobre el plano determinado por los CP1 y CP2
(Figura 1.1) se observd una amplia cobertura, la cual se asocid6 de manera notoria al fruto. Se
observé un gradiente de dispersion entre los Cuadrantes I y II1, donde las poblaciones de chile ‘De
Arbol’ y “Pasilla’ presentaron un comportamiento opuesto respecto a tamafio de planta, fruto y
semilla, que determind su ubicacion en cada extremo de la dispersion. La tendencia inici6 con el
tipo chile ‘De Arbol’ que presentd plantas pequefas, frutos angostos, cortos y de peso ligero,
ademas de semilla pequefia. En tanto que las poblaciones de ‘Pasilla’ (Pa622 y Pa623) se ubicaron
al final del conglomerado y mostraron frutos anchos, de mayor peso y longitud que produjeron
semilla grande. En la parte media del gradiente se ubicaron poblaciones de ‘Guajillo’ y ‘Puya’
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cerca del origen, que mostraron un comportamiento intermedio y cuya variacion continua indico

parecido en su variacion fenotipica. Destacan a cuatro poblaciones tipo “Guajillo’ dispersas a través

del cuarto cuadrante y cuya ubicacion se separd de manera distante de esta tendencia grupal.

I CP2=24%
Pa623-Z
Grupo 1
Pa622-Z
0 6, * &% Pa624-Z
' Pu613-Z @ o
[u] L-I .
* %2 G798
G734 Grupo 2 ’
G721
v A
111

15
CP1=35%

Figura 1.1. Dispersion de 110 genotipos Capsicum annuum L. con base en los primeros dos

componentes principales del analisis para 17 caracteristicas morfolégicas. G= ‘Guajillo’

procedente de Zacatecas (), Durango (0) y Puebla (A); Pu= ‘Puya’, Pa= ‘Pasilla’, ChAr= chile

‘De Arbol’, R= Don Ramén; L= Don Luis; VR-91= VR91; Hibrido= Castillo®; Origen de las

colectas: Z= Zacatecas, [=FINIFAP. CP= Componente principal.
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Segun la densidad de estimacion, con base en un radio de 2.5 obtenido por el procedimiento
Modeclus, definié cuatro grupos sobre la distribucion espacial (Figura 1.1). Al Grupo 1 se
asociaron dos poblaciones tipo ‘Pasilla’ (Pa622 y Pa623), con frutos largos (17 y 19 cm), de ancho
intermedio (3.1 cm), pesados (10 g), de amplia longitud de placenta (57 y 68 mm) y pedicelo (5.4
y 5.9 cm), que produjeron abundante cantidad de semillas (176 a 195), cuyo diametro promedio

alcanzo6 4.8 mm a partir de plantas altas (82 cm).

En el Grupo 2 con la mayor densidad predominé el tipo ‘Guajillo’ con: 92 poblaciones
nativas, dos materiales mejorados (Don Luis y Don Ramoén) y el hibrido comercial, ademas de
cuatro poblaciones tipo ‘Puya’ y una accesion de ‘Pasilla’ (Pa624). La variabilidad morfoldgica
en altura de la planta (50 a 80 cm), largo (9 a 19 cm), ancho (2.9 a 3.7 cm) y peso de fruto (3 a 18
g), asi como la longitud de placenta (34 a 50 mm), de pedicelo obtuso (4 a 6 cm) y cantidad de
semilla (121-220), junto con su distribucion en los Cuadrantes I, IT y III cerca al origen, revelaron

la amplia diversidad genética del complejo “Guajillo’ (Grupo 2).

La tendencia de dispersion del complejo “Guajillo’ se asoci6 con los valores intermedios de
tamafio de planta, fruto y semilla respecto a los valores presentados por chile ‘De Arbol’ y “Pasilla’.
Sin embargo, dentro de su categoria intermedia mostré un amplio intervalo de variacion
morfolégica. En el Cuadrante III se concentraron 30 genotipos con plantas y frutos cortos,
angostos, livianos y de placenta y pedicelo reducidos, donde los materiales mejorados Don Luis y
Don Ramon, junto con una accesion de ‘Pasilla’ fueron semejantes para estos atributos. En
contraste, 39 poblaciones que mostraron la mayor magnitud para estas caracteristicas se ubicaron
en el Cuadrante I. Alrededor del origen, con mayor tendencia hacia el Cuadrante II, se posicionaron
31 variedades con tamafio intermedio. Las poblaciones tipo ‘Guajillo’ presentan heterogeneidad
morfoldgica en las variables de planta, fruto y semilla.
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El hibrido y Pu611 ubicados en el Cuadrante III, asi como G790 en el Cuadrante I, se
localizaron en los extremos del conjunto, alejados de manera parcial, por mostrar valores opuestos
para las caracteristicas de los componentes. Dentro del complejo ‘Guajillo’ se observaron variantes
individuales, que expresaron variabilidad fenotipica particular sin perder las caracteristicas propias

de este tipo de chile.

La amplia cantidad de morfotipos observados dentro de ‘Guajillo’ derivé de la variabilidad
de sus atributos fenotipicos de fruto. Las poblaciones procedentes de Durango mostraron cierta
afinidad en su dispersion (Cuadrante II), con morfotipos de porte pequefio y frutos cortos, que
exhiben las preferencias de manejo y consumo en su lugar de procedencia. Es posible que la
poblacion de ‘Pasilla’ asociada a este complejo, haya decrecido en tamano, ancho, longitud de
placenta y pedicelo del fruto, como resultado del apareamiento abierto con poblaciones de tipo
‘Guajillo’ y que por seleccion se hayan incorporado mas atributos de éste como consecuencia de

la combinacion genética.

Al Grupo 3 se asociaron dos variedades locales (Pu606 y G770) con comportamiento muy
similar, y el material mejorado VR91 cuyos frutos y pedicelo fueron cortos. Su longitud de placenta
mostro valores intermedios cuya variacion fue de 39 a 43 mm, donde el tipo ‘Guajillo’ (G770) fue
superior, al igual que en la altura de planta (57 a 65 cm) y ancho de fruto (2.2 a 1.6 cm). Para
variables de peso de fruto (2 g), diametro (3.8 mm) y cantidad de semilla (102) el comportamiento
fue similar para los tres genotipos, pero los tipos ‘Guajillo’ y “Puya’ mostraron frutos con union
aguda al pedicelo, en tanto que en VRI1 tipo “Guajillo’ present6 la union es en angulo obtuso. Las
dimensiones de fruto fueron semejantes entre los dos genotipos nativos. Contrario a la variedad

mejorada que mostrd frutos pequenos, pero con mayor ancho que las poblaciones Pu606 y G770.
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El chile ‘De Arbol’ presentd los menores valores en longitud, ancho y peso de fruto (9.3 cm,
1.36 cm y 1.2 g, respectivamente), asi como didmetro y cantidad de semilla (3.7 mm y 76); aunque
en longitud de su placenta (42 mm) y altura de planta (66 cm) se equipararon con los valores de

los Grupos 1y 2.

En el Cuadrante IV dos genotipos de “Guajillo’ (G738 y G701) conformaron el Grupo 4 que
mostraron altura de planta mediana (70 y 74 cm), frutos cortos (10 y 12 cm) pero muy anchos (5.7
y 6.4 cm), con placenta pequefia (23 y 22 mm), unidon con el pedicelo aguda y obtusa,
respectivamente; de 5 cm de longitud en promedio, produjeron gran cantidad de semilla (246 y
306), con didametro fue de 4.6 mm. El peso y tamafio de fruto de este conjunto fue 42% superior al
del complejo Guajillo, con corrugacion intermedia, unidon lobulada del pedicelo y forma
acampanulada del fruto, lo que incidi6 en su separacion grupal. Estos genotipos colectadas como
tipo “Guajillo’ presentaron rasgos de chile tipo ‘Ancho’, indicativo de que estan segregando hacia

éste tipo.

Por proceder de Puebla, G721 mostr6 un diferencial con respecto a los ‘Guajillo’ de Zacatecas, con
tendencia hacia frutos triangulares de mayor dimensién y unién truncada del pedicelo con el fruto.
No obstante, en el resto de variables se comportaron de manera semejante al complejo amplio de

Guajillo.

Las variables de ancho de fruto y la cantidad de semilla producida mostraron estar
relacionadas. La mayor produccion de semilla (200 a 306) correspondi6 a frutos de las poblaciones
dispersas en el Cuadrante IV, que presentaron los maximos valores de ancho de fruto (4 a 6.5 cm).
Se observo que las caracteristicas de forma y apariencia del fruto presentaron un comportamiento

similar, con frutos elongados y con leve corrugacion presentaron pedicelo en angulo agudo,
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caracteristicas que predominaron en las poblaciones evaluadas. Unicamente G738 y G701 (Grupo
4) y G721 mostraron forma triangular en asociacion con la apariencia de corrugacion intermedia y

la forma del pedicelo lobulado.

La dispersion poblacional de los tipos de chile estudiados se atribuyo6 principalmente a las
caracteristicas del fruto, dada la amplia variacion en peso, tamafo, longitud, curvatura del pedicelo
y arrugamiento transversal. Esde suponer que la seleccion de estas y otras caracteristicas como
sabor, picor y resistencia a factores bidticos y abidticos, y su adaptacion a diferentes nichos

ecoldgicos, han promovido la amplia diversidad identificada.

El analisis de componentes principales permitié describir la varianza total de las poblaciones,
y descubrir que comparten rasgos comunes pero también variantes en las caracteristicas propias de
su tipo. Segin Moreno et al. (2007, 2011), la longitud y anchura de la hoja, asi como las
caracteristicas florales, contribuyeron a la explicacion de la variabilidad en chile ‘Guajillo’, lo cual

no ocurrié en el presente estudio.

Las caracteristicas de fruto presentaron el mayor valor explicativo en la descripcion
fenotipica. De acuerdo con Medina et al. (2006) y Pardey et al. (2006), la variacion genética del
género se describe principalmente por las caracteristicas de fruto, a través del color, forma y
tamafio. Este polimorfismo es tipico de las especies domesticadas (Medina et al., 2006), donde la
seleccion sobre los atributos agromorfologicos, tanto entre como dentro de cada poblacion,
determina el grado de variabilidad genética (Castanoén-Najera et al., 2008). Caso contrario ocurre
en las especies silvestres, cuya diversidad se define por caracteristicas relacionadas con el follaje

(Medina et al., 2006).
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Si bien en cada tipo de chile las caracteristicas se mantienen, se pueden identificar variantes
individuales dentro de cada tipo, como es el caso de las poblaciones de ‘Guajillo’ y ‘Puya’ que
comparten valores similares en sus morfotipos, lo que podria asociarse con el flujo genético por el
intercambio de semillas entre productores. Por su parte, Aguilar-Rincon ef al. (2010) han planteado
que ‘Puya’ se derivdé de morfotipos de Guajillo, a través de la seleccion dirigida hacia el tamafio,
forma y color. El grado de variacion genética del complejo “Guajillo’ puede asociarse con la
capacidad de intercambio genético, ya que estas poblaciones presentan estilos expuestos que

facilitan la polinizacion cruzada.

La capacidad de intercambio génico a través de la polinizacion cruzada determina el nivel de
diversidad genética de las poblaciones de chile y es un factor importante en el proceso de
domesticacion de C. annuum (Geleta et al., 2005). La amplia variabilidad morfoldgica identificada

en las poblaciones analizadas parece estar asociada con su comportamiento alégamo.

La eficiencia de diferenciacion de los descriptores cuantitativos y cualitativos seleccionados
determind la formacion de cuatro grupos poblacionales. A través de variables altamente
discriminantes, principalmente de fruto, se identific6 una amplia variabilidad genética entre y
dentro de los grupos poblacionales de los tipos de chile estudiados. Las poblaciones nativas
comparten rasgos comunes en la forma y longitud del fruto, aunque presentan variantes dentro cada
tipo; sin embargo, las poblaciones de chile ‘Guajillo’, “Pasilla’ y ‘Puya’ procedentes de Zacatecas
y Durango parecen compartir su patrimonio genético por su similitud en forma y dimensiones. Con
base en la variacion principalmente de tamafio y forma de fruto, se postula que hay diferentes
criterios de seleccion entre las entidades de procedencia del germoplasma. Ademas, el analisis de

la dispersion poblacional mostrd que existe potencial agronéomico, dada la superioridad de G789 y
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G790 en tamafio de planta, fruto y semilla con respecto al hibrido comercial y a los materiales

mejorados tipo ‘Guajillo’.

Agrupamiento de la variacion

Con base en los criterios estadisticos indicados por Ward-MLM se definieron cinco grupos
poblacionales (Figura 1.2). Tal agrupamiento mostr6 un patrén de asociacion similar al del analisis
de Componentes Principales. De manera particular, los Grupos I, IIl y V mantuvieron su afinidad
a través de este andlisis. En cambio, el complejo de chile ‘Guajillo’ se separd en dos sub grupos
(Grupos II y IV). Esta mayor precision de agrupacion es la principal ventaja del método de Ward-
MLM aqui aplicado, lo que permite alcanzar mayor probabilidad de que cada accesion asignada
sea correctamente asignada un grupo especifico, a través del manejo de toda la informacion de los
genotipos y sus variables mixtas evaluadas, y por tanto de identificar el numero Optimo de

agrupaciones con alta exactitud (Franco et al., 2005).

El tamafo, coloracion, forma y apariencia de fruto, asi como su fenologia determinaron
mayormente la separacion de los grupos (Cuadro 1.2). En el Grupo I se conjuntaron dos
poblaciones tipo ‘Pasilla’, que presentaron similitudes en caracteristicas asociadas a la altura de
planta y diametro de tallo amplios, frutos grandes, con placenta amplia, de tres 16culos y coloracion
roja intensa a la madurez, anchura intermedia y tardios a la fructificacion. EI Grupo II concentro
31 variedades de ‘Guajillo’, que incluyeron al material mejorado Don Luis y el tipo ‘Puya’
(Pu609), cuyos valores en fenologia, tamafio de planta, fruto y semilla fueron intermedios; su
particular diferencia se debe al color rojo oscuro alcanzado en la madurez del fruto de ambas

poblaciones. El Grupo III se formé con tres genotipos nativos de “Guajillo’ y la variedad VR91,
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ademas de Pu606 y el chile ‘De Arbol’, que mostraron alta produccion de frutos rojos, de corta

longitud y angostos, a partir de plantas de porte mediano y diametro de tallo pequefio.

La mayor densidad poblacional se observo en el Grupo IV, con 67 genotipos, que incluyo a
61 del tipo “‘Guajillo’, tres de ‘Puya’, uno de ‘Pasilla’ y al hibrido comercial. Los Grupos 1y IV
en el analisis de componentes principales se conjuntaron en el complejo “Guajillo’; no obstante, su
separacion en el dendrograma se debe principalmente a la coloracién del fruto, que fue rojo obscuro
en el Grupo Il y rojo en el grupo I'V. La precision en la separacion del Complejo ‘Guajillo’ se logrd
con la aplicacion de Ward-MLM. Unicamente tres poblaciones de ‘Guajillo’ definieron al Grupo
V, cuyas caracteristicas son frutos rojos, pequefios, de peso y ancho amplio aunque de placenta
corta. Con excepcion del resto de los agrupamientos, €ste mostré frutos triangulares con

corrugacion intermedia.

Se identificaron tres tipos de unidn del pedicelo con el fruto: la forma obtusa se observo en
genotipos de los Grupos I, II y IV, mientras que el tipo agudo correspondio a las poblaciones del
Grupo I y la unién lobulada al Grupo V. Al menos un material mejorado se asocidé a los
agrupamientos con poblaciones nativas, lo que indica que comparten ciertos rasgos genéticos

propios del tipo de chile al que pertenecen.

Los grupos poblacionales generados por el método Ward-MLM fueron apreciados de manera
clara. La cuantificacion de la diversidad genética con el analisis de variables mixtas y el
agrupamiento ideal obtenido a través de Ward-MLM permitieron la definiciéon de los grupos

poblacionales de forma eficiente y clara.
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Figura 1.2. Dendrograma obtenido por el método Ward-MLM de 110 poblaciones de

Capsicum annuum L. a partir de 17 variables morfologicas seleccionadas, basado en

distancias de Gower.
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Cuadro 1.2. Comparacion de medias para 17 caracteristicas morfoldgicas de cinco grupos de

C. annuum L. obtenidos por Ward-MLM.

Grupo DHS
Caracteristica
I I I v A% 0.05
Ancho de fruto (cm) 307 b 3.19b 216 ¢ 3.09b 544 a 0.57
Altura de planta (cm) 82.04 a 694 b 648 b 683 b 699 b 7.45

Arrugamiento transversal del
3b 3b 3b 3b 5 a 0.45

fruto

Color de fruto maduro 11 a 9b 8 ¢ 8 ¢ 8 ¢ 0
Dias a fructificacion 6875 a 588 b 596 b 582 b 5910 4.89
Diametro de semilla (mm) 475 a 428 ¢ 396 d 425 c 451D 0.19
Didmetro de tallo (cm) 1.06 a 0.99 bc 093 ¢ 0.98 be 1 ab 0.06
Forma del fruto 1 b 1 b 1 b 1 b 3 a 0

Forma del fruto con la unién
2b 2b 1 ¢ 2b 5 a 0.04

del pedicelo

Longitud de fruto (cm) 18.35 a 14b 118 c 142b 102 ¢ 1.81
Longitud del pedicelo (cm) 561 a 537 ab 4.69 bc 532 ab 4.41 ¢ 0.74
Longitud de la placenta (mm) 6236 a 427 b 441 b 437 b 21.7 ¢ 5.83
Numero de bifurcaciones 11.55 a 108 a 104 a 105 a 10.6 a 1.45
Numero de frutos por planta 95b 163 b 413 a 176 b 967 b 11.93
Numero de l6culos 3 a 231 bc 212 ¢ 226 bc 234 b 0.21
Numero de semillas por fruto 1852 b 165b 114 ¢ 15 b 263 a 37.54
Peso promedio de fruto 10.13 a 544 b 265c 534 b 106 a 1.97

Valores con diferente letra en las hileras son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

DHS= Diferencia honesta significativa.

Al respecto, este método ha verificado la clasificacion taxonémica propuesta en Capsicum 'y
permitido la evaluacion, descripcion y representacion de la amplia variacion inter e intra especifica

(Ortiz et al., 2010; Sudré et al., 2010). Su aplicacion en este andlisis de diversidad permitio definir
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de modo preciso los agrupamientos generados, los cuales correspondieron a los observados por el
ACP. Ambos andlisis en la cuantificacion de la diversidad fenotipica de las variedades nativas y
mejoradas de los tipos ‘Guajillo’, ‘Puya’, ‘Pasilla’ y chile ‘De Arbol’ fueron altamente

consistentes.

1.6. Conclusiones

La diversidad morfolédgica de chile ‘Guajillo’ y otros tipos de chile nativos de Zacatecas es
amplia. La descripcion morfoldgica y seleccion de variables, junto con el uso simultaneo de
descriptores cuantitativos y cualitativos y su agrupamiento a través del método de Ward-MLM
definieron con precision la asociacion de poblaciones y permitieron diferenciar grupos
morfoldgicos. Dentro y entre los tipos de chile se identifico amplia heterogeneidad de morfotipos.
Con base en las caracteristicas de planta, fruto y semilla se logré la cuantificacion de la diversidad
fenotipica entre y dentro de los tipos “Guajillo’, ‘Pasilla’ y ‘Puya’. Las caracteristicas de fruto
tamafio, color, forma de fruto, placenta, pedicelo, el arrugamiento transversal y dias a
fructificacion, principalmente, definieron los rasgos distintivos de cada tipo de chile nativo que
explicaron de manera precisa la variabilidad fenotipica observada. Se identificaron poblaciones
nativas con atributos agronémicos potenciales que igualaron e incluso superaron al hibrido y

variedades mejoradas en tamafio y peso de fruto.
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CAPITULO 11
PATRON COMPOSICIONAL DE POBLACIONES NATIVAS DE CHILE ‘GUAJILLO’

Yolanda del Rocio Moreno-Ramirez; Amalio Santacruz-Varela; Higinio Lopez-Sanchéz; F. O.
Holguin; P. W. Bosland; B. Dungan; Pedro Antonio Lépez; Leobigildo Cordova-Téllez; Victor

A. Gonzalez-Hernandez; Tarsicio Corona-Torres; Oswaldo R. Taboada-Gaytén.
2.1. Resumen

La domesticacion de Capsicum annuum L. en México genero varios tipos de chile, de los que se
conoce poco acerca de su composicion y variabilidad fitoquimica. En este trabajo se estudio la
variabilidad en contenido de capsaicinoides, carotenoides y vitamina A presentes en 33 poblaciones
de chile ‘Guajillo’ nativas de Zacatecas, junto a chiles “Puya’, ‘Pasilla’, ‘De Arbol’ y un hibrido
comercial utilizados como referentes de picor y color. Los resultados se analizaron mediante el
analisis de comparacion de medias, analisis de componentes principales (ACP) y de
conglomerados. Se observd comportamiento diferencial en el contenido de los metabolitos
analizados a través de la comparacion entre poblaciones. El rango de concentracién de los
capsaicinoides totales fue de 0.002 a 7.438 mg 100 g! de peso seco (PS), en el que
dihidrocapsaicina aporté mas del 50 %. Se identificaron altas concentraciones de carotenoides
totales (17.8 229 mg 100 g™! de PS), en cuya composicion se identificaron once pigmentos, donde
predominé capsantina. La actividad provitaminica fue pobre; sin embargo, el genotipo Pu606 tipo
‘Puya’ super6 significativamente al resto. A través de los analisis de ACP y de conglomerados se
observo la heterogeneidad composicional en chile ‘Guajillo’, cuyos genotipos mostraron el mayor

contenido total de carotenoides, principalmente por la presencia de capsantina. El chile ‘Guajillo’
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present6 un patrén composicional propio con variantes individuales que pueden corresponder a la

seleccion diferencial hacia atributos de sabor y a la interaccion genético-ambiental.

Palabras clave: picor, carotenoides totales, ‘Guajillo’, diversidad, composicion.
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2.2. Summary

The domestication of Capsicum annuum L. in Mexico generated various types of cultivated chile
of which little is known regarding the phytochemical composition and variability. In this research,
the variability regarding the contents of capsaicinoids, carotenoids and vitamin A, were evaluated
on 33 landraces chile ‘Guajillo’from Zacatecas as well as on populations of chiles ‘Puya’, ‘Pasilla’,
‘De Arbol-type and one commercial hybrid, using the last genotype as reference of pungency and
color. The data were performed using mean comparison test, Principal Components Analysis
(PCA) and cluster analysis. We observed different trends for the metabolites content analyzed by
comparing populations. The concentration of capsaicinoids ranged from 0.002 a 7.438 mg 100 g-
1 of dry weight where the dihydrocapsaicin explained more 50 %. High concentrations of total
carotenoid (17.8 a 29 mg 100 g! of DW) were identified, which were composited by eleven
pigments, where the capsanthin was in major proportion. The provitaminic activity was low;
however, the genotypes Pu606 type ‘Puya’ significantly outperformed to the genotypes remaining.
Using the PCA and cluster analysis, we observed a heterogeneity regarding the composition of
chile “‘Guajillo’, where these genotypes shown the higher total content of capsaicinoids due to the
capsantin presented. Chile ‘Guajillo’ has a unique compositional pattern with individual variations
which may correspond to the differential selection for attributes of flavor as well as genetic-

environmental interaction.

Key words: Pungency, total carotenoids, ‘Guajillo’, diversity, composition.
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2.3. Introduccion

La domesticacion de chile (Capsicum annuum L.) en México inici6 hace 7000 anos (Kraft et
al., 2014), tiempo que permitio la diversificacion amplia de varios tipos cultivados (Nicolai ef al.,
2013). El aprovechamiento antropocéntrico de Capsicum no fue s6lo como alimento, sino ademas
fue utilizado como preservante, estimulante e ingrediente médico, lo que determind su
incorporaciéon temprana en la dieta humana (Perry et al., 2007). Al respecto, Meyer et al. (2012)
sugieren que la seleccion de metabolitos secundarios relacionados con el sabor, pigmentacion y
toxicidad ha sido el principal criterio de domesticacion, lo que indica que las preferencias

organolépticas y sus beneficios para la salud humana se desarrollaron de manera conjunta.

De las especies cultivadas de chile, C. annuum L. posee la mayor importancia econdmica y
de usos culinarios en el mundo (Kim et al., 2014), principalmente en la gastronomia
latinoamericana, asiatica, mediterranea y africana (Guzman et al., 2011). Sus caracteristicas
organolépticas contribuyen a la conservacion de su diversidad morfoldgica, a través de sus usos y
preferencias especificas en las que el contenido de capsaicinoides, carotenoides, flavonoides y otros
metabolitos, son asociados a la diversidad de sabor, olor, picor y color (Portis et al., 2006; Vera-
Guzméan et al., 2009). Adicionalmente, diversos estudios han identificado en Capsicum atributos
benéficos para la salud humana, tales como analgésico, antinflamatorio, antioxidante,
antimicrobiano, carminativo e hipoglucémico (Peﬁa-Alvarez et al., 2009; Tundis et al., 2011;
Siddiqui et al., 2013; Shahverdi et al., 2013), ademds de capacidad anticancerigena (Thoennissen
et al., 2010) conferida por la capsantina (Diaz-Laviada et al., 2014), y como protector ante
enfermedades cardiovasculares, de anemia y diabetes (Bosland y Votava, 2012). Por otra parte, la

busqueda de alternativas saludables por la industria de alimentos y cosméticos ha incrementado los
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estudios de contenido de carotenoides en chiles rojos, como una fuente natural de color (Arimboor

etal., 2015).

En México, el aprovechamiento agronémico de chile seco estd basado principalmente en el
cultivo de poblaciones nativas (Kraft ef al., 2010). Anualmente, en este pais se producen 60,000 t
ha'!de chile, que se obtienen de una superficie cultivada de 32,500 ha (FAOSTAT, 2013). El estado
de Zacatecas aporta del 35 a 50 % a la producciéon nacional (Serna-Pérez et al., 2011),
principalmente de chile ‘Guajillo’ (Kraft et al., 2010), por lo que gran parte de la diversidad
genética de este tipo de chile podria estar representada a través del germoplasma colectado en dicho
estado. El chile “Guajillo’ es importante componente de la cultura culinaria como condimento en
una amplia variedad de platillos tradicionales, que consideran la combinacioén de sabor, coloracion
roja a la madurez y poco picor, atributos principales en el uso y seleccion de frutos que han sido
poco estudiados. En general, la composicion fitoquimica de la mayoria de tipos de chile ha sido
escasamente analizada. Algunos estudios son los desarrollados en variedades nativas mexicanas de
C. annuum (tipos ‘De Agua’, ‘Costeno’, ‘Tabaqueto’, ‘Tusta’ y ‘Piquin’) y C. pubescens
(‘Manzano’) procedentes de Puebla y Oaxaca (Moran-Buiuelos et al., 2008; Vera-Guzman et al.,
2011), algunos de ellos directamente relacionados con aspectos fitoquimicos (Collera-Zuiiga et
al., 2005; Hernandez-Ortega et al., 2012; Gonzalez-Zamora et al., 2013; Orellana-Escobedo et al.,
2013), que mostraron amplia diversidad de la composicion fitoquimica entre las variedades; sin
embargo, se requiere de estudios adicionales de los compuestos quimicos de fruto que permitan
conocer la variabilidad de las poblaciones nativas de chile “Guajillo’ y asi crear estrategias
eficientes de aprovechamiento y conservacion de este germoplasma. Con base en lo anterior, el

objetivo de este estudio fue valorar la heterogeneidad fitoquimica a través del analisis de
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capsaicinoides, carotenoides y vitamina A presente en poblaciones de chile ‘Guajillo’ y otros tipos

poblacionales utilizados como referentes de picor y color producidos en Zacatecas.
2.4. Materiales y métodos
Material vegetal

Se estudiaron 33 poblaciones de chile ‘Guajillo’ procedentes de Zacatecas, Durango y
Puebla, y se incluyeron como referencia algunas poblaciones a chiles tipo ‘Puya’ (3), ‘Pasilla’ (2)

y, ‘De Arbol’ (1), ademas del hibrido Peralta tipo ‘Guajillo’.

Disefio, unidad experimental y condiciones del cultivo

El cultivo se establecid en el ciclo Primavera-Verano de 2014. Plantulas de 45 dias de edad,
fueron trasplantadas en la localidad de San José el Saladillo, Panfilo Natera, Zacatecas (22°40' N
y 102°07" E, altitud de 2100 msnm), con clima semi-arido templado (Bsikw). El experimento fue
establecido en un disefio bloques al azar con dos repeticiones. La unidad experimental const6 de
40 plantas distribuidas en dos surcos de 4 m de largo y 0.76 m de ancho, con una densidad de
poblacion de 52,632 plantas ha!. La fertilizacion fue con la formula 140-80-16 en la primera

escarda, 80-00-50 en floracién y, 60-00-50 en la formacién de fruto.

Manejo post cosecha

Se cosecho un fruto completamente rojo de la segunda bifurcacion por planta, para obtener
una muestra compuesta a partir de 10 plantas por unidad experimental. Las muestras compuestas
se almacenaron en bolsas de papel y se deshidrataron en estufa a 35 + 2 °C por un periodo de 7 a
14 dias, tiempo que varid respecto al tamafio y grosor de pericarpio del fruto. Posteriormente, en

una licuadora de serie industrial Oster® se molieron Gnicamente pericarpios y placenta de cada
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poblacion, seguido de una pulverizacion fina con un molino Krups GX4100®. Los analisis

quimicos se realizaron con la muestra de tamafo de particula >0.1 y <0.25 mm.

Métodos analiticos

Analisis de capsaicinoides (CAPs)

La extraccion, separacion y cuantificacion de CAPs se realizo siguiendo el método de Collins
et al. (1995), en un aparato de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) Waters 996, modelo
Alliance equipado con la columna Eclipse XDB-C18 4.6 x 150 mm, 3.5 um de resolucion rapida
y provisto con un detector de fluorescencia. Los CAPs se identificaron a través de los tiempos de
retencion de los estandares comerciales de capsaicina (97%) y dihidrocapsaicina (90%) de Sigma-
Aldrich, con los que ademas se calibrod el equipo a partir de las curvas obtenidas de 500 a 0.5 ppm
de cada estandar (r*= 0.994 y 0.996, respectivamente). Se inyectaron 15 pL de cada muestra por
triplicado. Una parte por millén (ppm) de capsaicina tiene un picor de 15 unidades Scoville
(Wahyuni ef al., 2013), el contenido de capsaicinoides fue convertido a unidades de picor Scoville

= [Capsaicina (ppm) + dihidrocapsaicina (ppm)] % 16.1, de acuerdo con Topuz y Ozdemir (2007).

Analisis de Carotenoides

Para la extraccion de carotenoides se adicionaron 2.5 mL de hidréxido de potasio-metanolico
2 M a 50 mg de muestra, que se incubaron a 50 °C por 30 min, con agitacion cada 10 min.
Posteriormente se agregaron 500 pL de acido acético 1 My 500 puL de metil-t-butil-eter, que fueron
incorporados suavemente durante 3 min. Se transfirid 1 mL del extracto a tubos eppendorf para
centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min, se tomaron 50 pL de cada muestra, que fueron diluidos a

16X en cloroformo para la valoracion de su absorbancia a 450 nm en el espectrometro de UV/vis.
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Se inyect6 una replica por muestra de 50 pL de sobrenadante al HPLC equipado con la
columna de carotenoides YMC 250 x 4.6 mm, 5 um de tamaifio de particula y un fotodiodo detector
que colecto absorbancias a 450 nm. El gradiente lineal consistié de metanol:metil-t-butil-eter:agua
(81:15:04 por volumen) para el solvente A y metanol:metil-t-butil-eter:agua (06:90:04 por
volumen) del solvente B. Cada muestra corrié a un flujo de 2 mL min™ a 25 °C. Las curvas de
calibracion se generaron a 450 nm con la referencia de estandares comerciales de Sigma-Aldrich
de violaxantina, anteraxantina, capsantina, capsorrubina, B-criptoxantina, zeaxantina y f-caroteno.
El tiempo de retencion de los estandares, el espectro de absorcion UV/vis y la curva de calibracion
de B caroteno (y = 0.0033x + 0.0646, > = 0.9992) obtenida de un rango de concentracion de 19.5
a 625 ppm permitieron la identificacion y cuantificacion de los carotenoides. Las concentraciones
de capsantina y capsorrubina fueron sumadas para obtener la fraccion roja, mientras que la suma
de zeaxantina, anteraxantina, B-criptoxantina, violaxantina y B-caroteno determiné a la fraccion

amarilla.

Contenido de Vitamina A

La vitamina A de cada genotipo se determind en equivalentes de actividad de retinol (RAE,
por sus siglas en inglés), a través de la conversion de factores (ug P-caroteno/12+ug B-

criptoxantina/24) de acuerdo con Topuz y Ozdemir (2007).

Analisis estadistico

Con la informacion de las 18 caracteristicas de composicion se evalud la variacion
fitoquimica entre las poblaciones analizadas a través de comparacion de medias aritméticas (Tukey
p<0.05). Se realizo el Analisis de Componentes Principales (ACP) y se graficé la distribucion

poblacional de manera tridimensional con los tres primeros CP. Las relaciones de similitud entre
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las 40 poblaciones se establecieron a través de un analisis de conglomerados, en el que las
distancias euclidianas se usaron como coeficientes de similitud. El método de medias aritméticas
no ponderadas (UPGMA) se utilizo para realizar la agrupacion jerarquica. Los analisis se realizaron

mediante el paquete SAS V.9.4 (SAS Institute, 2011) y NTSYS ® (Rohlf, 2000).
2.5. Resultados y discusion
Contenido de capsaicinoides

A través de la comparacion de medias se observé un comportamiento diferencial en la
produccion de capsaicinoides. Los valores obtenidos mostraron diversidad en el contenido
individual y total de capsaicinoides (CAPs) y picor entre las poblaciones analizadas (Cuadro 2.1).
La capsaicina fue acumulada en un intervalo de 0.001 a 2.232 mg 100g™! de peso seco (PS), valores
que se presentaron de manera siguiente: chile ‘De Arbol’ > ‘Puya’ > ‘Guajillo™> ‘Pasilla’. La
dihidrocapsaicina predomin6 de 50 a 80 % del total de CAPs en la mayor parte de los chiles
evaluados y sus contenidos se presentaron de 0.001 a 5.206 mg 100 g!. La suma de capsaicina y

dihidrocapsaicina expreso el contenido y porcentaje total de CAPs.

La colecta de chile ‘De Arbol” mostré la mayor cantidad de CAPs totales (7.437 mg 100 g™)
en el que la capsaicina aport6 so6lo 30%. Las poblaciones tipo ‘Guajillo’, procedentes de Durango
(G734 y G735) y Zacatecas (G742, G776 y G796) junto al hibrido y Pu613 no presentaron
contenidos semejantes de capsaicina, su variacion se present6 desde 0.169 a 0.468 mg 100 g!, con

porcentaje promedio de 31.8 % del total de CAPs para capsaicina y 68.2 % de dihidrocapsaicina.
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Cuadro 2.1. Contenido de capsaicinoides de poblaciones nativas y del hibrido de C. annuum L.

Capsaicina Dihidrocapsaicina Relacion CAPs Totales
Poblacion SHU
(mg 100 g de PS) (mg 100 g ) C:DIH (mg 100 g )

AZ 2232 al + 0.097 5206 a + 0209 1 : 23 7438 a + 0.305 12082.9 a + 481.901
Pu606? 1.176 b + 0.122 2.997 b + 0292 1 : 26 4172 b + 0414 6760.3 b + 666.756
G731P 0983 b + 0.014 2.200 c + 0.020 1 : 22 3.183 bc + 0.025 5169.6 b + 29.744
Pu611? 0.728 ¢ + 0.019 2135 ¢ + 0039 1 : 29 2.864 ¢ + 0.057 4646.5 ¢ + 99416
G735P 0468 d + 0.009 1.030 d + 0022 1 : 22 1.498 d + 0.028 24364 d + 44.539
G734P 0.400 d + 0.012 0.839 d + 0031 1 : 21 1.238 d + 0.036 2001.7 d + 57.309
H 0.387 e + 0.010 0.651 d + 0032 1 : 1.7 1.038 d + 0.041 1687.7 d + 60.362
Pu613% 0314 ¢ + 0.011 0.900 d + 0025 1 : 29 1.215 d + 0.033 1968.6 d + 52.702
G776% 0.208 e + 0.007 0.545 d + 0.007 1 : 2.6 0.753 d + 0.012 1223.4 d + 20.985
G796% 0.170 e + 0.012 0.259 e + 0013 1 : 15 0428 d + 0.025 6934 d + 390915
G742% 0.169 e + 0.012 0.420 d + 0047 1 : 26 0.589 d + 0.037 952.1 d + 60.126
G795% 0.102 f + 0.005 0.195 e + 0014 1 : 19 0.297 e + 0.019 482.6 ¢ + 31.054
G7407 0.101 f + 0.006 0.427 d + 0023 1 : 43 0.527 d + 0.028 858.4 d + 46.343
G7027 0.095 f + 0.002 0.254 e + 0013 1 : 27 0.349 e + 0.013 5639 e + 20.548
G732P 0.082 f + 0.007 0.184 ¢ + 0007 1 : 23 0.265 e + 0.011 4309 e + 18.099
G769% 0.070 f + 0.007 0.245 e + 0023 1 : 35 0315 e + 0.029 5105 e + 47.566
G767% 0.070 f + 0.003 0.138 e + 0.009 1 : 20 0.207 e + 0.012 3345 e + 18.796
G777% 0.066 g + 0.001 0.215 e + 0010 1 : 33 0.280 e + 0.010 453.8 ¢ + 16.316
G716% 0.058 ¢ + 0.002 0.129 f + 0.010 1 : 22 0.187 e + 0.011 3048 ¢ + 17.967
G785% 0.055 ¢ + 0.001 0.137 e + 0010 1 : 25 0.192 e + 0.010 311.1 e + 16.763
G709? 0.054 h + 0.001 0212 e + 0.007 1 : 39 0.266 ¢ + 0.007 429.7 e + 12.254
G765% 0.052 h + 0.000 0.193 e + 0.004 1 : 37 0.245 e + 0.004 400.1 e + 5.616

Continta hoja siguiente..



Capsaicina Dihidrocapsaicina Relacién CAPs Totales

Poblacion SHU
(mg 100 g' de PS) (mg 100 g' de PS) C:DIH (mg 100 g )
G783% 0.052 h + 0.002 0.135 f + 0011 1 : 26 0.187 e + 0.010 3024 e + 16474
G722% 0.051 h + 0.002 0.133 f + 0.007 1 : 27 0.184 ¢ + 0.006 298.7 e + 9.926
G701% 0.047 h + 0.002 0.167 e + 0013 1 : 35 0214 e + 0.014 3476 € + 22.520
G788% 0.045 h + 0.001 0.120 f + 0002 1 : 27 0.165 ¢ + 0.002 266.5 ¢ + 3.870
G778% 0.043 h + 0.001 0.123 f + 0006 1 : 29 0.167 ¢ + 0.007 2714 e + 11.205
G753% 0.033 h + 0.001 0.104 f + 0007 1 : 3.2 0.137 f + 0.008 2213 f + 12.576
Pa624% 0.017 h + 0.001 0.057 g + 0003 1 : 33 0.074 g + 0.003 1222 f + 4.693
G715% 0.014 h + 0.001 0.055 g + 0008 1 : 4.2 0.069 g + 0.007 1112 f + 11.552
G739% 0.006 h + 0.000 0.027 g + 0002 1 : 43 0.034 ¢ + 0.002 548 f + 3.194
G711% 0.001 h + 0.000 0.001 g + 0.000 1 : 1 0.002 g + 0.000 32 f + 0.000
G717% 0.001 h + 0.000 0.001 g + 0.000 1 : 1 0.002 g + 0.000 32 f + 0.000
G721° 0.001 h + 0.000 0.001 g + 0000 1 :1 0.002 ¢ + 0.000 32 f + 0.000
G741% 0.001 h + 0.000 0.001 g + 0000 1 :1 0.002 g + 0.000 32 f + 0.000
G774% 0.001 h + 0.000 0.001 g + 0000 1 :1 0.002 g + 0.000 32 f + 0.000
G781% 0.001 h + 0.000 0.001 g + 0000 1 :1 0.002 g + 0.000 32 f + 0.000
G786% 0.001 h + 0.000 0.001 g + 0000 1 :1 0.002 g + 0.000 32 f + 0.000
G798% 0.001 h + 0.000 0.001 g + 0.000 1 : 1 0.002 g + 0.000 32 f + 0.000
Pa622% 0.001 h + 0.000 0.001 g + 0.000 1 : 1 0.002 g + 0.000 32 f + 0.000

Promedio de capsaicinoide (mg 100 g''de peso seco). Cada valor es el promedio de dos muestras, con tres repeticiones + es desviacion
estandar de la media. Valores con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (Tukey, p<0.05). C=
Capsaicina; DIH= Dihidrocapsaicina; CAPs= Capsaicinoides; SHU= Unidades de picor Scoville. Las primeras letras de las poblaciones
identifican el tipo de chile: A= ‘De Arbol’, G= ‘Guajillo’, Pu="Puya’, Pa="Pasilla’, H= Hibrido. La letra posterior al niimero indica el
estado de procedencia: = Zacatecas; °= Durango; *=Puebla.
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En tanto que la mayor proporcion en contenido de dihidrocapsaicina se presentd en la
poblacion Pu613 (0.900 mg 100 g-1) que correspondio al 74.1 % del contenido total. Con base en
la relacion de capsaicina:dihidrocapsaicina (C:DIH) se observo que la mitad de las poblaciones
analizadas presento altos valores de dihidrocapsaicina, que aportaron 72.1 a 80.9 % de contenido
total de CAPs. El hibrido y la poblacion G796 presentaron menor proporcion, y solo superaron con
1.7 y 1.5 veces mas el contenido de capsaicina. Unicamente, ocho poblaciones tipo ‘Guajillo’ y

Pa622 mostraron una relacion 1:1 y el menor valor en CAPs totales (0.002 mg 100 g™).

La relacion C:DIH en chile ‘De Arbol’ se presenté en una proporcion de 1:2.3. La capsaicina
no presentd la mayor contribucion, contrario a las relaciones 1:1.2 y 1:0.5 determinadas por
Gonzalez-Zamora et al. (2013) y Orellana-Escobedo et al. (2013). Comportamiento similar fue
observado en poblaciones tipo ‘Puya’, ddénde capsaicina fue 2.8 veces menor que
dihidrocapsaicina. Para las poblaciones de ‘Guajillo’ la relacion C:DIH vario entre 1.5 a 4.2 veces
mas la presencia de dihidrocapsaicina con respecto a capsantina; en estos valores algunas
poblaciones mostraron una proporcion similar al valor reportado en cultivares comerciales, el cual
fue de 1:3.6 (Orellana-Escobedo et al., 2013). Las poblaciones de ‘Pasilla’ presentaron el 81 y 50%

de dihidrocapsaicina en el contenido total de CAPs, cuya proporcion fue de 3.3:1 y 1:1.

El contenido de capsaicina se presenta de manera usual en mayor abundancia (Barbero et al.,
2014), sin embargo, se encontrd6 que para la mayor parte de los tipos de chile analizados los
contenidos de dihidrocapsaicina fueron superiores a capsaicina. De acuerdo con Garcés-Claver et
al. (2006) y Gonzalez-Zamora et al. (2013), la mayor concentracion de dihidrocapsaicina
corresponde a la variedad y las condiciones ambientales donde se desarrolla el cultivo.

Comunmente, el sabor de las variedades nativas tipo ‘Guajillo’ y ‘Pasilla’ es asociado a poco picor,
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contrario a ‘Puya’ y ‘De Arbol’, que son identificados por su mayor picor y utilizados para ciertos

guisos; €stos generalmente son cocinados en estado inmaduro (verde).

Los genotipos que presentaron alta cantidad de capsaicina y dihidrocapsaicina mostraron, por lo
tanto, los valores més altos de unidades de picor Scoville (SHU), desde 12,082.9 hasta 3.2 SHU.
El valor maximo de picor lo presenté el chile “De Arbol’, seguido de Pu606 con 6,760.3 SHU y de
la poblacion G731 con 5, 169.6 SHU, valores que correspondieron a picor medio. El resto de las
poblaciones analizadas mostraron picor leve, con variacion de 4,646.5 a 3.2 SHU, dénde destacod
la poblacion Pu611sobre las colectas tipo “Pasilla’ (Pa624 y Pa622). Las variedades nativas de los
tipos “Guajillo’ y “Pasilla’ fueron poco picantes, lo que se mostré como caracteristica atipica del

género, pero conocida de manera empirica en estos tipos.

La biosintesis y acumulacion de CAPs son determinados genéticamente y de manera
ambiental durante el desarrollo del fruto (Barbero ef al., 2014). Los chiles analizados expresaron
de manera general poco picor en su region de produccion, que podria asociarse a su alta adaptacion;
los compuestos secundarios juegan un papel importante en la adaptacion de las plantas a su medio
ambiente y en la superacion de las condiciones de estrés (Akula y Ravishankar, 2011). Por lo que
su baja produccion pudo corresponder a ventajas en su desarrollo lo que hizo innecesario la
produccion alta de capsaicinoides ante factores bidticos y abidticos adversos. Al respecto,
Gonzalez-Zamora et al. (2013) encontraron una relacion entre el aumento de la concentracion de
picor y temperaturas elevadas; la sintesis de capsaicinodes es mayor en condiciones de estrés. Cada
tipo de chile mostré6 un comportamiento diferencial en el contenido de capsaicinoides, patron
composicional asociado a la direccion de atributos de picor preferentes a la region geografica donde
estos chiles han sido cultivados y adaptados, ya que “Guajillo’ y “Pasilla’ son incorporados a guisos
principalmente en forma madura y deshidratada, contrario a ‘Puya’ y ‘De Arbol’ que son
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consumidos ademas en estado inmaduro y fresco, por lo que la forma de uso ha definido de manera
principal las caracteristicas de sabor propias de cada tipo de chile. De manera general, las
poblaciones analizadas concentraron mayormente dihidrocapsaicina que capsaicina con un
contenido bajo de ambos capsaicinoides. Esta caracteristica se observo de manera principal en chile
‘Guajillo’, atributo que se asocia al sabor y forma de consumo para los que han sido cultivados y
seleccionados. Aunque los valores de capsaicinoides y picor mostraron cierto parecido entre las
poblaciones tipo “Guajillo’ se identificaron variantes particulares. De acuerdo con Meckelmann et
al. (2015a) el genotipo fue el factor de mayor influencia sobre el contenido de capsaicinoides. La
produccion de capsaicinoides y grado de picor de los genotipos de chile “Guajillo’ fue bajo y parece
mantenerse estable y podria asociarse a la adaptabilidad de este germoplasma nativo a su region de
produccion. La estabilidad de produccion de metabolitos en maiz a través de localidades ha
sugerido que el acervo genético influye mas que el ambiente sobre la variacion metabolica (Rohig
et al., 2009); sin embargo, estudios posteriores a través de localidades podrian sustentar con mayor
claridad la baja produccion de capsaicinoides debida a la baja influencia ambiental sobre el

germoplasma de chile ‘Guajillo’.

Contenido y perfil de carotenoides

El analisis de comparacion de medias mostré diferencias entre las poblaciones analizadas; el
contenido total de carotenoides se presentd en concentraciones de 29 a 17.8 mg 100 g™ de peso
seco de fruto (Cuadro 2.2). La poblacion G716 tipo ‘Guajillo’ mostrd el mayor contenido de
carotenoides respecto al resto de las poblaciones. De manera general, las poblaciones nativas
superaron al hibrido. Los valores obtenidos fueron superiores a los reportados por Collera-Zuniga
et al (2005) y Hernandez-Ortega et al. (2012) en chile “Guajillo’, lo que puede ser asociado a la
variacion genética y al ambiente particular de evaluacion en el que de manera importante la
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intensidad luminica incide en la biosintesis y contenido de carotenoides (Lee et al., 2005). Cuando
se incrementa la intensidad luminica la concentracion de los pigmentos tiende a disminuir
(Keyhaninejad et al., 2012). Las poblaciones analizadas no mostraron este efecto negativo ya que
su crecimiento en campo y en su region de produccion parecieron dar condiciones Optimas para la
produccion alta de carotenoides; por otra parte, la seleccion de chiles “Guajillo’ ademas, de la leve

picor, ha incorporado atributo de color conferido por el alto contenido de carotenoides.

Con la separacion obtenida a través del HPLC se identificaron once carotenoides que en
conjunto aportaron mas del 95 % de la composicion a través de todos los morfotipos analizados
(Cuadro 2.2). La capsantina fue el mayor pigmento identificado en todas las poblaciones y aportd
en promedio 37 % al contenido total de carotenoides, valor similar al identificado en variedades de
chile dulce de la misma especie (Deli et al., 2001) y que de acuerdo con Zaki et al., (2013) es el
principal carotenoide de los chiles rojos. Su acumulacion predomina hasta en 60 % del total de
carotenoides en frutos rojos maduros (Topuz ef al., 2011) y junto a capsorrubina incrementan su
contenido de manera proporcional conforme a la madurez (Li et al., 2013), por lo que son
determinantes en la concentracion y composicion de pigmentos (Rodriguez-Burruezo et al., 2010;
Giuffrida et al., 2013). Por otra parte, Collera-Zufiga et al. (2005) determinaron valores de
capsantina tres veces inferiores al obtenido en poblaciones tipo ‘Guajillo’, tal disminuciéon pudo
estar asociada con el tiempo de almacenamiento o a las condiciones de cultivo. Aunque la
concentracion de carotenoides fue similar para todos los tipos de chile analizados se observaron

algunas diferencias particulares.
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Cuadro 2.2. Carotenoides totales e individuales en poblaciones de C. annuum L. identificados por HPLC.

Carotenoides totales p-CX p-C a-CX

Pob CN (%) TZ (%) Cpn(%) CY (%) AT (%) V(%) a-C(%) N (%)
(mg 100 g) (%0) (%) (%)
G716 290 a £+ 1.58 37.1 a 142 ¢ 168 a 13.2 ¢ 85 a 32 a 25 a 1.3 a 06 a 11 b 06 Db
G7397 283 a =+ 0.37 356 b 175 a 169 a 125 d 84 a 26 b 25 a 1.1 a 06 a 1.1 b 05D
G774% 275 a =+ 1.03 377 a 147 ¢ 167 a 13.0 ¢ 83 a 28 a 25 a 12 a 06 a 1.1 b 07 a
G781% 272 a =+ 1.11 36.6 b 156 b 169 a 13.2 ¢ 83 a 30 a 25 a 1.2 a 05a 11 b 050D
Pu613% 264 b + 1.28 37.7 a 149 b 174 a 121 d 88 a 28 a 27 a 1.1 a 06 a 10b 03D
G753% 263 b =+ 029 378 a 150 b 159 a 129 ¢ 85 a 29 a 26 a 13 a 03 a 13 Db 020D
G785% 260 b £+ 0.28 375 a 145 ¢ 17.1 a 125 d 8.6 a 30 a 25 a 12 a 06 a 12 b 06 Db
G721° 257 b £+ 1.80 369 b 198 a 119 b 14.6 a 8.1 a 35a 25 a 0.6 c 05 a 08b 040D
Pa622? 253 b £+ 1.64 414 a 189 a 118 b 114 d 6.5 a 40 a 23 a 04 d 05a 13 b 07 a
G711% 246 b £+ 0.68 363 b 149 b 169 a 13.1 ¢ 82 a 35 a 25 a 1.6 a 05a 13 b 04D
G709% 243 b £+ 1.34 38.6 a 140 ¢ 13.0 b 124 d 8.1 a 35 a 24 a 1.5 a 03 a 14Db 050D
Pa624? 239 b £+ 0.79 37.0 a 151 b 165 a 109 ¢ 8.7 a 32 a 26 a 13 a 00b 11 Db 16 a
G735P 238 b £+ 3.33 36.1 b 177 a 163 a 12.8 ¢ 8.1 a 31 a 24 a 1.0 b 05 a 08Db 050D
G778% 238 b + 0.70 373 a 148 ¢ 163 a 129 ¢ 84 a 34 a 25 a 14 a 04 a 15b 020D
G717% 235 b =+ 1.21 36.6 b 159 a 16.6 a 12.8 ¢ 84 a 35 a 25 a 1.1 a 06 a 1.0b 04 Db
G734P 233 b £+ 6.07 352 ¢ 171 a 165 a 12.1 d 85 a 35 a 25 a 1.1 b 05a 13 b 035D
G715% 232 b £+ 201 36.0 b 158 a 16.6 a 13.0 ¢ 83 a 36 a 24 a 1.2 a 05a 12 Db 040D
Pu606? 230 b £+ 1.28 345 d 141 ¢ 158 a 122 d 7.7 a 29 a 22 a 2.0 a 05 a 67 a 060D
G765% 227 b + 094 36.6 b 153 b 126 b 175 a 83 a 30 a 26 a 1.2 a 06 a 13 b 03D
G7967 227 b £ 0.71 37.7 a 157 b 168 a 12.7 ¢ 8.4 a 30 a 24 a 1.0 b 05 a 08Db 040D
G7887 227 b £ 0.06 36.1 b 153 b 17.1 a 12.6 d 8.6 a 33 a 26 a 13 a 05 a 13 b 060D

Continua hoja siguiente. ..
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Carotenoides totales pg-CX B-C o-CX

Pob CN(%) TZ(%) Cpn(%) CY (%) AT (%) V(%) 0-C(%) N (%)

(mg 100 g ’ ’ ’ ’ (%) ’ ’ Yo%) (%)
G777 225 b + 207 375 a 14.7 ¢ 172 a 11.8 d 8.7 a 2.8 a 2.6 a 1.2 a 0.6 a 1.1 b 12 a
G741% 224 b =+ 141 36.7 b 14.8 ¢ 174 a 135 b 8.0 a 3.1 a 24 a 1.2 a 0.6 a 1.1 b 06 b
G740% 222 b + 0.13 377 a 152 b 16.8 a 125 d 8.6 a 29 a 25 a 1.1 a 0.6 a 1.0b 03 b
G702% 220 b + 0.31 374 a 149 b 16.1 a 125 d 8.7 a 2.8 a 2.7 a 1.0 b 06 a 070b 06 Db
G798% 219 b £ 122 384 a 13.8 ¢ 163 a 129 ¢ 8.6 a 3.1 a 2.6 a 1.1 a 0.5 a 1.3 b 06 b
G776% 216 b + 0.87 36.6 b 154 b 16.5 a 133 ¢ 82 a 3.1 a 24 a 12 a 04 a 1.3 b 06 b
G722% 215 b £ 095 40.1 a 142 ¢ 124 b 16.0 a 86 a 2.7 a 2.7 a 1.0 b 03 a 1.1 b 0.1 ¢
G786% 215 b £ 0.67 363 b 15.8 a 173 a 12.8 ¢ 83 a 29 a 1.2 b 1.1 a 03 a 1.2 b 05 b
Pu611% 214 b £ 1.75 377 a 150 b 174 a 92 f 8.7 a 45 a 2.5 a 15 a 0.7 a 19 b 06 b
G732P 213 b £+ 092 37.0 a 14.8 ¢ 173 a 13.1 ¢ 8.7 a 2.8 a 2.6 a 1.1 a 0.6 a 1.0 b 00 ¢
G742% 212 b + 0.79 379 a 14.8 ¢ 16.1 a 129 ¢ 8.6 a 3.0 a 2.6 a 1.2 a 0.6 a 1.2 b 03 b
G767 210 b + 1.28 379 a 145 ¢ 13.1 b 16.8 a 84 a 3.0 a 24 a 1.2 a 04 a 1.3 b 02 b
AZ 205 b £+ 0.50 392 a 153 b 169 a 12.6 d 8.1 a 23 b 25 a 09 b 06 a 09 b 0.1 ¢
G769% 201 b + 1.07 36.8 b 154 b 164 a 129 ¢ 84 a 33 a 2.5 a 1.3 a 03 a 1.1 b 03 b
G783% 201 b £+ 0.53 37.0 a 14.8 ¢ 17.8 a 13.1 ¢ 82 a 26 b 2.6 a 1.2 a 0.6 a 1.1 b 02 b
G731P 197 b =+ 041 374 a 159 a 173 a 10.5 e 85 a 34 a 25 a 13 a 0.6 a 1.5b 02 b
G701% 191 ¢ =+ 0.89 359 b 158 a 159 a 119 d 83 a 40 a 2.5 a 14 a 0.5 a 1.6 b 05 b
G795% 188 ¢ =+ 0.64 359 b 159 a 172 a 13.2 ¢ 80 a 3.0 a 25 a 1.2 a 0.5 a 1.3 b 05 b
H 178 d =+ 042 374 a 156 b 169 a 13.0 ¢ 82 a 29 a 24 a 09 b 0.5 a 1.1 b 03 b

¥Promedio de carotenoides totales (mg 100 g'). "Porcentaje de cada carotenoide individual con relacion al total de carotenoides. Los
valores son promedios de dos muestras + desviacion estandar (n=2). Valores con letras diferentes en la misma columna son
significativamente diferentes (Tukey, p<0.05). Pob= Poblaciéon. CN= Capsantina; TZ= Zeaxantina; Cpn= Capsorrubina; CY=
Criptocapsina; AT= Anteraxantina; f-CX= [ Criptoxantina; V= Violaxantina; a-C= a Caroteno; N=Neoxantina; 3-C= [ Caroteno; o-
CX=a Criptoxantina. Las primeras letras de las poblaciones identifican el tipo de chile: A= ‘De Arbol’, G= ‘Guajillo’, Pu="Puya’,
Pa="Pasilla’, H= Hibrido. La letra posterior al nimero indica el estado de procedencia: = Zacatecas; °= Durango; "=Puebla.
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El porcentaje de capsantina varid entre 41.4 y 34.5%, valores en los que destaco la
poblacion tipo ‘Pasilla’ (Pa622) con 10,462 ug 100 g'!, seguido de G722 con 8,615.8 pg 100
g’!; de manera contraria Pu606 present6 el menor contenido (7,946 nug 100 g ). El resto de
la composicion presentd en promedio 16% de capsorrubina, 15.4% de zeaxantina, 12.9% de
Criptocapsina y 8.3% de anteraxantina, mientras que violaxantina se cuantifico en 2.4%, -

criptoxantina en 3.1% y B-caroteno en 1.3%.

En tanto que en menor proporcion se identificé en menor proporcidn a: o criptoxantina,
a caroteno y Neoxantina, con 1.3, 1.2 y 0.5%, respectivamente. Los valores obtenidos
concuerdan con el patron composicional reportado por Collera-Zudiga et al. (2005), con
excepcion de B caroteno, cuyo contenido fue considerablemente mayor respecto a los valores
obtenidos en ‘Guajillo’; sin embargo, Suzuki et al. (2007) observaron en chiles rojos de C.
annuum L. una relacion inversa entre el contenido de 3 caroteno y capsantina (1:10), donde
capsantina presentd del 40 a 60 % de la composicion total de carotenoides. Este
comportamiento fue observado en los cuatro tipos nativos de chile analizados, que son rojos

al madurar.

De manera general, la fraccion roja representd 53 % del contenido total de carotenoides
para todos los genotipos (Cuadro 2.3). La poblacion de chile ‘De Arbol’ present6 la mayor
fraccion roja (56 %) con respecto a la fraccion amarilla (29.2 %), cuya relacion fue 1:05. Las
poblaciones de chile “Guajillo’ mostraron 53.3 % de fraccion roja, valor que fue 1.8 veces
superior a la amarilla; entre estas poblaciones G702 destaco por su mayor fraccion roja (54.8
%) que mostro un comportamiento contrario a G721 cuya poblacion que presentd la mayor
proporcion de fraccion amarilla (34.6 %) con respecto al porcentaje promedio del resto de
las poblaciones de chile ‘Guajillo’ (30.5 %).
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Cuadro 2.3. Proporcion de fraccion roja, fraccion amarilla y contenido de vitamina A

en poblaciones nativas e hibrido de C. annuum L.

Vitamina A

Poblacion Fraccion roja (%) Fraccion amarilla (%)
(ng RAE 100 g)

De Arbol-Z 56.0 a =+ 0.4054 292 ¢+ 0.5588 873 ¢ £ 0.968
Pu613-Z 55.1 a £ 0.3156 30.1 ¢ + 0.3344 1274 b £ 1.326
G702-Z 548 b =+ 0.1068 29.7 ¢ £ 0.0653 964 ¢ + 6.770
G777-Z 548 b =+ 0.9448 298 ¢ £ 1.2135 1153 b = 8.990
G783-Z 548 b =+ 0.2207 293 ¢+ 0.3411 102.7 ¢ = 0.517
G731-D 548 b =+ 1.7320 319 ¢+ 0.4818 1274 b + 13.163
Pa624-7 547 b =+ 0.5905 31.2 ¢+ 0.3121 1304 b £ 6.270
G786-Z 547 b =+ 1.0313 299 ¢ + 1.3876 1133 b £ 6.553
G798-Z 547 b + 0.7372 29.4 ¢ £ 0.6482 1232 b £ 17.030
G785-Z 545 b + 0.8006 299 ¢ £ 09324 143.8 b + 18.761
G732-D 545 b + 0.8996 299 ¢ + 0.6124 102.8 ¢ = 1.936
G740-Z 545 b + 0.5836 303 ¢+ 0.4434 112.6 b + 4.652
G796-Z 544 b £ 0.4504 304 ¢+ 1.1023 1059 ¢ + 17.832
G774-Z 544 b £ 1.0237 293 ¢ + 1.1109 1414 b + 19.389
Hibrido 544 b £ 0.0069 303 ¢+ 0.3398 90.4 ¢ + 9.246
G742-Z 541 ¢ £ 0.0697 303 ¢+ 0.1614 1162 b + 0.705
Pu611-Z 54.1 ¢ £ 0.0420 322 ¢ + 23375 191.7 b + 3.028
G741-Z 54.0 ¢ =+ 0.5682 294 ¢ £ 0.5547 1222 b + 20.343
G716-Z 539 ¢ =+ 0.2486 29.6 ¢ £ 0.0256 1652 b + 23.024
G753-Z 53.8 ¢+ 0.9931 303 ¢+ 1.2320 1504 b + 3.304
G778-Z 53.6 ¢ = 0.2192 306 ¢ = 0.1115 1556 b + 20.038
G769-Z 53.6 ¢ =+ 0.0246 30.8 ¢ = 0.2976 1149 b = 4.679
G781-Z 53.6 ¢ = 0.5448 303 ¢+ 0.0365 144.1 b £ 14.760
G709-Z 53.5 ¢+ 0.7309 305 ¢+ 1.0132 1558 b + 10.012
Pa622-7 533 ¢+ 0.1900 33.1 ¢ + 0.3844 147.1 b £ 0.633
G788-Z 532 ¢ = 0.4801 31.0 ¢ = 0.2945 1347 b = 2.984
G711-Z 532 ¢ + 0.1647 304 ¢+ 0.2159 1579 b = 7.154

Continua hoja siguiente. ..
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Vitamina A

Poblacion
Fraccion roja (%) Fraccion amarilla (%) (ug RAE 100 g1

G776-Z 532 ¢ + 0.9399 305 ¢+ 0.7875 1235 b = 19.983
G717-Z 53.1 ¢ = 1.1170 313 ¢ = 1.5584 1295 b + 26.890
G795-Z 53.1 ¢ =+ 0.7964 30.8 ¢ £ 0.6938 106.1 ¢ + 3.570
G715-Z 52.7 ¢ = 0.2679 313 ¢ = 0.5844 1373 b + 7.016
G735-D 52,6 ¢ = 1.6796 31.8 ¢ = 1.7792 109.5 b + 1.629
G739-Z 52.5 ¢ = 2.5441 32.1 ¢ =+ 2.0949 1377 b = 6.785
G722-Z 52.5 ¢ = 0.1260 293 ¢ £ 0.4643 1059 ¢ = 23.805
G701-Z 51.8 ¢ =+ 0.6678 322 ¢+ 0.3084 1358 b + 13.078
G734-D 516 ¢ £ 0.1382 329 ¢+ 0.3619 141.0 b + 43.994
G767-Z 51.0 ¢+ 0.3982 296 ¢ £ 0.2368 1186 b + 8.511
Pu606-Z 498 ¢ =+ 04613 343 b + 0.0607 3879 a + 8.108
G765-Z 492 ¢ + 0.3042 305 ¢+ 0.0249 1285 b + 3.969
G721-P 48.8 ¢ £ 0.0600 346 a =+ 0.0581 1192 b + 0.271

Los valores son promedios de dos muestras + desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencia significativa (Tukey, p<0.05). Actividad equivalente de retinol (RAE) = pg B
Caroteno/12 pg B Criptoxantina/24. Las primeras letras de las poblaciones identifican el tipo

de chile: G= ‘Guajillo’, Pu="Puya’, Pa="Pasilla’.

La colecta Pu606 mostrd valores semejantes de relacion de color con G721 (1:0.7) y
se distinguié de Pu611 y Pu613 que mostraron 1:0.6 en la relacion. En el chile tipo “Pasilla’,
la fraccion amarilla fue 1.6 veces menor que la fraccion roja, la cual contribuy6 con 54 % al
contenido total. A pesar de que Pa622 present6 la mas alta concentracion de capsantina, no
fue la poblacidon con mayor fraccion roja, debido a que la concentracion de capsorrubina fue

menor. Todos los chiles analizados mostraron la fraccion roja en mayor proporcion.

Unicamente en las poblaciones G721 y Pu606 la fraccion amarilla fue mayor respecto

al resto de los genotipos. La capacidad de sintesis de carotenoides individuales fue diferente
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entre las poblaciones, de manera particular la poblacion Pu606 mostr6 el mayor contenido
de zeaxantina, anteraxantina, -criptoxantina, violaxantina y, B-caroteno, lo que determind

su amplia fraccién amarilla.

Se identificaron once carotenoides que fueron comunes en los cuatro tipos de chile
analizados; sin embargo, las poblaciones de ‘Guajillo’ presentaron el mayor contenido de
pigmentos, donde se distinguieron algunos genotipos sobresalientes. Las poblaciones
produjeron la mayor cantidad de carotenoides y superaron al hibrido. Los carotenoides
confieren el color caracteristico de cada chile (De Masi et al., 2007). Es un atributo
organoléptico altamente relacionado con el criterio de seleccion para el consumo (Madosa et
al., 2009), que junto con el contenido de los capsaicinoides son las variables de mayor

importancia para el aprovechamiento de los frutos rojos de Capsicum (Kim et al., 2002).

La coloracioén roja de chile ‘Guajillo’ junto con sus caracteristicas organolépticas han
incidido en su uso, conservacion, y seleccion que a su vez han determinado un patrén propio
de composicion. Por otra parte, los altos valores de capsantina y capsorrubina, que
determinan la pigmentacion roja de chile ‘Guajillo’, permiten proponer su aprovechamiento,

inclusive como recurso industrial y fuente natural de color.

Vitamina A

Los carotenoides a-caroteno, B-caroteno y B-criptoxantina biosintetizados en Capsicum
(Guzman et al., 2010), que tienen actividad provitaminica, son convertidos en retinol por los
mamiferos (Burns et al., 2003). La aportacion de B-criptoxantina al total de carotenoides fue
tres veces superior, tanto para oo como para 3-caroteno en todos los tipos de chile analizados

(Cuadro 2.2), contrario a lo reportado por Rodriguez-Burruezo et al. (2010), que identificaron
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a B-caroteno como principal carotenoide provitaminico. Esta diferencia puede estar asociada

al tipo de chile, como principal factor en la capacidad de sintesis de cada pigmento.

Se observaron contenidos diferenciales para vitamina A (Cuadro 2.3), en particular, los
genotipos Pu606 y Pu611 presentaron las concentraciones mas altas de carotenoides
provitaminicos, cuyos valores correspondieron con mayor capacidad provitaminica A, en la
que destaco la poblacién Pu606 con 174.9 ug RAE 100 g'!, que de manera particular presentd
el mayor contenido de B caroteno (6.7%), seguida de Pu611 que registrd 78.3 ug RAE 100
g’!, cuya concentracion fue favorecida por la aportacion de B-criptoxantina (4.5%). Los

valores obtenidos se asemejaron a los reportados por Collera-Zuiiiga et al. (2005) en chiles

anchos.

La variacion de vitamina A en las poblaciones de chile ‘Guajillo’ mostr6 un intervalo
de 66.4 a 22. 3 ug RAE 100 g'!, mientras que en ‘Pasilla’ los valores observados fueron de
67 a52 ug RAE 100 g™'. La menor cantidad de vitamina A se identificé en el chile ‘De Arbol’
y el hibrido (36 y 38 ug RAE 100 g'!, respectivamente). De manera general, los carotenoides
provitaminicos se acumularon en cantidades bajas (3 %), lo que incidid en la baja cantidad
de vitamina A, aunque el contenido maximo de vitamina A fue identificado en chile ‘Puya’
(Pu606), cuyo valor fue equiparable al de genotipos selectos de C. annuum L. analizados por
Topuz y Ozdemir (2007), por lo que este genotipo mostrd alto valor nutracéutico como
resultado de la seleccion del agricultor. Los frutos rojos de Capsicum mostraron mayores
concentraciones de B criptoxantina y a y, B caroteno que los frutos amarillos (Rodriguez-
Burruezo et al., 2010). El contenido de estos carotenoides provitaminicos en frutos rojos de

los tipos ‘Guajillo’, ‘Pasilla’ y ‘De Arbol’ fue bajo.
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De manera general se observo alta variacion en los metabolitos analizados, que parecid
corresponder a la variacion intrapoblacional de chile “Guajillo’. Por otro lado, Ritota et al.
(2010) realizaron una clasificacion de chiles dulces de acuerdo con su origen geografico a
través del perfil metabolico. No obstante, algunos metabolitos son altamente influenciados
por el ambiente, pero pueden encontrarse algunos genotipos con produccidon consistente

independientemente del lugar de cultivo (Madosa et al., 2009).

La produccion de capsaicinoides, carotenoides y vitamina A varié de manera amplia
entre las poblaciones. Las accesiones de chile ‘Guajillo’ sobresalientes pueden ser
incorporadas en programas regionales de mejoramiento, ya que ademds de presentar
divergencia fenotipica y alto rendimiento mostraron alto valor nutracéutico como fuente de
carotenoides, coloracidon roja y bajo picor, principales atributos de aprovechamiento. La
seleccion de estos atributos ha contribuido en la cultura culinaria otorgandole a cada tipo de
chile una identidad fitoquimica propia. La etnofarmacologia de chile como estimulante se
debe a que la capsaicina induce una breve estimulacion de las fibras nerviosas aferentes
primarias seguido de la desensibilizacion a este capsaicinoide y un efecto no selectivo de
células (Spiller et al., 2008); ademds de su uso culinario, sus atributos organolépticos
particulares han determinado su incorporacion temprana a la dieta asi como su

aprovechamiento y conocimiento tradicional (Khan et al., 2014).

Diversidad fitoquimica

La dispersion de los genotipos se representd de manera tridimensional a través de los
primeros tres componentes principales, que en conjunto explicaron 74.1 % de la variacion

total a partir de 18 caracteristicas bioquimicas (Figura 2.1). Cada componente presentd un
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vector propio formado por los vectores de las variables analizadas, por tanto, las variables

con los coeficientes mas altos fueron las de mayor importancia para cada componente

(Cuadro 2.3).
"Guajillo’
_ ©
148 L Pasilla
o0 ® ® "Puya’ 4
% o ¢ ,
CP3 e’ @ © 'DeArbol' @
(11.8%) 085 *e 0“5& C
N ® Hibrido [ ]
v
-1.84 ® -
433

222

0.48 5.74

3.19
cP2 590 i 355 0.45

(23.9 %) > -6.65 CP1

(38. 4 %)

265

Figura 2.1. Dispersion de poblaciones nativas e hibrido de C. annuum con base en los

primeros tres componentes principales a partir del analisis de 18 variables bioquimicas.

El primer componente (CP1) explicé 38.4 % del total de la variacion y se asocié con
atributos de color, principalmente por la composicién y contenido total de los carotenoides
anteraxantina, capsantina, violaxantina, zeaxantina, criptocapsina, -criptoxantina y
capsorrubina, estos Ultimos con vectores propios menores a 0.30. El segundo componente
(CP2) contribuy6 con aproximadamente 23.9 % de la variabilidad bioquimica observada y
se asocid principalmente con picor y actividad provitaminica a través de las variables
capsaicina, dihidrocapsaicina, vitamina A y [-caroteno. El tercer componente (CP3)
concentro cerca del 12 % de la variacion total y fue influenciado mayormente por relacion

de la fraccion rojo:amarilla.
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Cuadro 2.3. Vectores y valores propios de los primeros tres componentes principales

obtenidos a partir de 18 caracteristicas bioquimicas de 40 genotipos de C. annuum L.

Vector propio

Caracteristica

CP1 CP2 CP3
Carotenoides totales 0.356 0.130 0.091
Anteraxantina 0.341 0.095 0.153
Capsantina 0.337 0.098 0.152
Violaxantina 0.309 0.096 0.177
Zeaxantina 0.296 0.086 0.062
Criptocapsina 0.276 -0.022 0.129
B- Cryptoxantina 0.257 0.107 -0.209
Capsorrubina 0.252 0.140 0.171
Neoxantina 0.176 0.155 0.249
a-Cryptoxantina 0.162 0.037 -0.235
a-Caroteno 0.124 0.252 -0.217
Vitamina A 0.053 0.360 -0.400
Relacion de la fraccion amarilla/roja 0.027 0.225 -0.390
B-Caroteno -0.022 0.349 -0.377
Dihidrocapsaicina -0.208 0.369 0.215
Capsaicinoides totales -0.210 0.364 0.222
Unidades Scoville -0.210 0.364 0.223
Capsaicina -0.215 0.353 0.239

Valor propio 6.9 43 2.1

% de Variacion explicada 384 23.9 11.8

% de variacion acumulada 38.4 62.3 74.1

CP= Componente principal.

La composicion fitoquimica permitié distinguir la diversidad de las poblaciones

nativas. El contenido y composicion de carotenoides, asi como picor y capacidad
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provitaminica mostraron la mayor contribuciéon y valor descriptivo a la diversidad
bioquimica observada. La distribucion espacial de las poblaciones tipo ‘Guajillo’, con
respecto a los tres primeros componentes principales (Figura 2.1) muestra que estos

genotipos forman un complejo amplio que mantuvo similitud con los chiles ‘Pasilla’

El hibrido comercial mostré poco parecido con el complejo, tal separacion se debio de
manera preponderante a la baja acumulacion de carotenoides totales y particularmente de
capsantina. Dentro del complejo “Guajillo’ se diferenciaron variantes en carotenoides, picor
y vitamina A, tal variabilidad se asoci6 al genotipo, cuya variacién continua sugieren que las
poblaciones muestran un patrén composicional caracteristico del tipo, pero que exhiben
cierta diversidad que podria corresponder a la capacidad de sintesis de metabolitos. La mayor
separacion con chile ‘Guajillo> la mostraron el chile ‘De Arbol’ y el genotipo Pu606, que
mostré amplia diferenciacion y se apart6 del resto de las poblaciones por su alto contenido
de vitamina A y fraccion amarilla. La distribucion de chile “De Arbol’ correspondié a los

maximos valores presentados para contenido de carotenoides, fraccion roja y picor.

El perfil fitoquimico permitié diferenciar dentro de cada tipo de chile variantes
individuales. Cada tipo de chile mostrd un patrén composicional caracteristico propio, que

puede ser atribuido a la seleccion de atributos de sabor, picor y color.

Las propiedades culinarias y de beneficios para la salud en los chiles son determinados
por el contenido bioquimico (Madosa ef al., 2009). De acuerdo con Moran-Bafiuelos et al.
(2008), cada tipo de chile muestra caracteristicas organolépticas especificas que se expresan
por influencia combinada del genotipo, condiciones climdticas y practicas de cultivo. Asi, el

aprovechamiento de chile ‘Guajillo’ ha conducido hacia un bajo picor, donde predomino
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dihidrocapsaicina, frutos rojos con alto contenido de carotenoides y particularmente de
capsantina, ademas de baja concentracion de P-criptoxantina y o y [-caroteno, que
representan a la fraccion amarilla. La composicion total de €stos y otros metabolitos otorgan
el sabor caracteristico e influencian las preferencias de uso. Los atributos quimicos pueden
ser utilizados como criterios de seleccion de plantas que se desarrollan en las mismas
condiciones ambientales (De Masi et al., 2007). A través de la seleccion de los productores
han generado estabilidad del patron caracteristico composicional de ‘Guajillo’, que ha sido
ampliamente adaptado a las condiciones de la region, aunque la seleccion diferencial por los

criterios de cada productor ha promovido la existencia de variantes.

Relacion fitoquimica

El dendrograma resultante del analisis de conglomerados (Figura 2.2) mostr6 un patron
de agrupacion similar al obtenido por el ACP. Particularmente el complejo ‘Guajillo’®
asociado a los chiles ‘Pasilla’ se mantuvo constante en ambos andlisis. Igualmente, se
observo la separacion clara de chile ‘De Arbol’, que se atribuy6 a su méximo valor de picor,
misma separacion que presentaron dos genotipos tipo ‘Puya’, debido a sus valores

provitaminicos.

A una distancia euclidiana de 5237.45 se definieron tres agrupaciones. El chile ‘De
Arbol’ mostrd la mayor separacion al resto de las poblaciones y conformé por si solo la
primer agrupacion. El germoplasma nativo de chile ‘Guajillo’ y “Pasilla’ ademas del hibrido
y la colecta Pu613 formaron al Grupo Il y se distinguieron por leve picor, alto contenido de

carotenoides y relacion 1:0.6 de fraccion roja:amarilla.
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Figura 2.2. Dendrograma de 40 genotipos de C. annuum L. formado a partir de 18
variables bioquimicas mediante distancias euclidianas y el método de agrupamiento
UPGMA. Tipo de chile: A= ‘De Arbol’, G= ‘Guajillo’, Pu=‘Puya’, Pa=‘Pasilla’, H=

Hibrido. Procedencia: Z= Zacatecas; D= Durango; P=Puebla.

De manera particular Pu613 mostrd un patrén composicional parecido al tipo ‘Guajillo’
en todas las variables. En la tercera agrupacion, dos poblaciones de chile ‘Puya’ (Pu606 y
Pu611) al igual que G731 tipo ‘Guajillo’, procedente de Durango, presentaron mayor
parecido en su fraccion amarilla y valores de picor, aunque por su alta capacidad
provitaminica, Pu660 y Pu611 fueron mas cercanos. La asociacion de las poblaciones con
base en su composicion fitoquimica permitidé apreciar que cada tipo de chile mantiene un

patrén particular, pero que existen variantes en las que ‘Guajillo’ y ‘Pasilla’ presentaron
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mayor similitud. Los andlisis multivariados permitieron relacionar a las poblaciones de
acuerdo con su tipo de chile. La caracterizacion fitoquimica mostrd variacion intra

poblacional en chile ‘Guajillo’.

En el dendrograma se observd el nivel de similitud entre las poblaciones y se
identificaron genotipos con identidad fitoquimica particular. En este sentido Meckelmann et
al. (2015b) identificaron la variabilidad composicional de Capsicum annuum L., C. baccatum
L., C. chinense Jacq. y C. frutescens L. y dentro de cada especie algunos genotipos
potenciales cuya valoracion fitoquimica puede permitir crear estrategias integradas de

aprovechamiento tanto a nivel genético, agrondmico, como de calidad nutricional.

Los genotipos tipo ‘Pasilla’ mostraron mayor similitud composicional con chile
‘Guajillo’ que el resto de los tipos analizados. El aprovechamiento diferencial de cada tipo
de chile ha propiciado la seleccion de sus caracteristicas quimicas y a su vez ha definido un
patrén particular de sabor de acuerdo con cada region y cultura culinaria del pais, ademés de
usos farmacoldgicos, como el reportado por Frei et al. (1998) en C. baccatum, al que se
asocian efectos oftalmoldgicos atribuidos al contenido de capsaicina en la medicina
tradicional zapoteca. Las poblaciones nativas de chile ‘Guajillo’ cultivadas y mantenidas por
productores colectadas en la region de produccion son una importante fuente de diversidad

fitoquimica.

2.6. Conclusiones

La heterogeneidad en la composicion fitoquimica de chile ‘Guajillo’ fue alta, mostrd
un patron caracteristico en la composicion de capsaicinoides, carotenoides y vitamina A en

el cual se identificaron variantes particulares. Los tipos ‘Guajillo’ y “Pasilla’ mostraron leve
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picor, mientras que el grado de picor en ‘Puya’ y ‘De Arbol’ fue mayor. La dihidrocapsaicina
en las poblaciones de “Guajillo’ analizadas contribuyd mayormente a su picor. El contenido
de carotenoides fue alto para todos los tipos evaluados, cada tipo de chile mostré un perfil
propio, en el que capsantina fue el pigmento mas predominante en todas las poblaciones. Se
presentaron diferencias en el perfil composicional de chile ‘Guajillo’, en el que destacaron
poblaciones con alto contenido de carotenoides y capsantinay, por ende presentaron el mayor
valor nutraceutico y potencial industrial. El chile Pu606 tipo ‘Puya’ superdé de manera
significativa al resto de chiles analizados en contenido de vitamina A. Las poblaciones
mostraron comportamiento diferente en su composicion fitoquimica, se identificaron
variantes individuales dentro del perfil caracteristico de ‘Guajillo’, que en general se
caracterizd por leve picor en SHU, alto contenido de carotenoides y capsantina, asi como

poca capacidad provitaminica.
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CAPITULO III

ANALISIS DE LA DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DE
POBLACIONES NATIVAS DE CHILE ‘GUAJILLO’ MEDIANTE

MICROSATELITES

Yolanda del Rocio Moreno-Ramirez; Amalio Santacruz-Varela; Higinio Lopez-Sanchez;
Leobigildo Coérdova-Téllez; Victor A. Gonzalez-Hernandez; Pedro Antonio Lopez;

Tarsicio Corona-Torres.
3.1. Resumen

La domesticacion de Capiscum annuum L. en México gener6 55 tipos de chile, que en su
mayoria carecen de estudios de diversidad a nivel molecular, lo que imposibilita el poder
determinar patrones de variabilidad y relaciones genéticas, asi como estrategias eficientes de
mejoramiento genético y conservacion. Con base en lo anterior, el objetivo de este estudio
fue analizar la diversidad y estructura genética de poblaciones nativas de chile ‘Guajillo’ de
Zacatecas, a través del uso de microsatélites. Se analizé una coleccion nucleo de chile
‘Guajillo’ junto a chiles ‘Pasilla’, ‘Puya’ y ‘De Arbol’ utilizados como referentes
poblacionales y a la accesion silvestre “Piquin’, a través de 19 loci de microsatélites. La
informacion alélica se empleo para obtener los parametros de diversidad genética, contenido
de informacién polimorfica (PIC) los marcadores y la estructura genética con base en los
estadisticos F de Wright. La diversidad alélica fue analizada con un andlisis de componentes
principales (ACP) y de conglomerados bayesiano. Se detectaron 116 alelos, con un promedio
de 6.16 alelos por locus. Todos los /oci fueron polimérficos, la variacion del PIC se presentd

de 0.005 hasta 0.688, mientras que la heterocigosidad esperada fue de 0.31 hasta 0.56. Se
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identifico alta variacion intra poblacional por medio de los estadisticos F. Hubo una alta
concordancia en la diversidad genética observada en el ACP, filograma y conglomerados.
Los resultados obtenidos indicaron amplio polimorfismo genético. El chile ‘Guajillo’
presentd diferencias genéticas altas; sus combinaciones alélicas y alelos exclusivos

exhibieron relacion cercana con accesiones tipo ‘Pasilla’ y “‘Puya’.

Palabras clave: Capiscum annuum L., poblaciones nativas, diversidad genética,

microsatélites.

98



3.2. Summary

The domestication of Capsicum annuum L. in Mexico generated 55 types of chile, which
most of them lack diversity studies at the molecular level, making it impossible to determine
patterns of genetic variability and relationships as well as efficient breeding strategies and
conservation. Based on the above, the aim of this study was to analyze the genetic diversity
and structure of “Guajillo’ chile landraces from Zacatecas, through the use of microsatellites.
A core collection of ‘Guajillo’ chile, along with ‘Pasilla’, “Puya’ and ‘De Arbol’ chiles used
as population references and the wild ‘Piquin’ accession, across 19 microsatellite loci was
analyzed. The allelic information was used to obtain the parameters of genetic diversity,
polymorphic information content (PIC) markers and the genetic structure based on Wright's
F statistics. Allelic diversity was analyzed using principal component analysis (PCA) and the
Bayesian cluster. 116 alleles were detected, averaging 6.16 alleles per locus. All loci were
polymorphic; PIC variation arose from 0.005-0.688, while the expected heterozygosity went
from 0.31 to 0.56. High intra population variation was identified through the F statistics.
There was a high concordance in the genetic diversity observed in the PCA, phylogram and
clusters. The results obtained showed wide genetic polymorphism. The ‘Guajillo’ chile
presented high genetic differences; its allelic combinations and exclusive alleles showed

close relationships with ‘Pasilla’ and “Puya’ type accessions.

Keywords: Capsicum annuum L., landraces, genetic diversity, microsatellites.
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3.3. Introduccion

La amplia distribucién e importancia econémica en el mundo colocan a Capsicum
annuum L. como la principal especie domesticada del género (Gonzélez-Pérez et al., 2014).
Esta especie presenta versatilidad de usos culinarios (Smith, 2015) y no alimenticios (Kumar
et al., 2006), principalmente en la industria de alimentos y cosméticos principalmente hacia
la obtencion de colorantes naturales (Zaki et al., 2013). Sus metabolitos secundarios ofrecen
amplios beneficios a la salud humana, por lo que sus estudios farmacologicos y aplicacion

terapéutica han aumentado (Wahyuni et al., 2013).

La domesticacion de C. annuum L. en México currid a través de multiples eventos
independientes (Pickersgill, 1971; Perry et al., 2007; Hill et al.,2013) y en distintos presuntos
centros geograficos (Aguilar-Meléndez et al., 2009) tales como el centro primario de
domesticacion (Tamaulipas, Nuevo Leon, San Luis Potosi, Veracruz e Hidalgo) y el centro
secundario ubicado en el occidente de México (Nayarit) (Loaiza-Figueroa et al., 1989), asi
como las regiones noreste y el centro-este de México (Kraft et al., 2014) y la peninsula de
Yucatan (Aguilar-Meléndez et al., 2009). Diferentes eventos y centros de domesticacion,
aunado a la seleccion natural y artificial derivaron en la amplia diversidad genética del género
observada a través de sus formas semi domesticadas y poblaciones locales (Hernandez-

Verdugo et al., 2012; Kraft et al., 2013).

El acervo genético de las poblaciones nativas comprende 55 tipos de chile (Aguilar et
al., 2010) que varian ampliamente en tamafio, forma, color, sabor y picor, caracteristicas
acordes a las preferencias antropocéntricas y seleccion diferencial (Ortiz et al., 2010). Las

poblaciones nativas de chile ‘Guajillo’ destacan por su produccion nacional e importancia en
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la cultura culinaria mexicana (Moreno-Pérez et al., 2011). Sin embargo, pese a su valor
economico y genético, la diversidad genética del chile ‘Guajillo’ ha sido poco estudiada
acerca de su diversidad genética a nivel molecular, condicion observada en gran parte del

germoplasma de chile (Aguilar-Meléndez et al., 2009).

La caracterizacion molecular permite evaluar la diversidad genética inter e intra
especifica y es considerada como vinculo importante entre la conservacion y utilizacion de
los recursos fitogenéticos (Thul et al., 2012). El conocimiento de la variabilidad y las
relaciones genéticas entre poblaciones es prerrequisito para el manejo y aprovechamiento
eficiente del germoplasma (Albrecht ef al., 2012). La diversidad genética es fuente esencial
de procesos genéticos (Nicolai ef al., 2013), al mismo tiempo que su identificacion y
utilizacion establecen los métodos de mejoramiento (Horst y Wenzel, 2007), por lo que el
estudio genético de la diversidad a través de la aplicacion de analisis moleculares proporciona
informacion muy util en el mantenimiento y uso de los recursos genéticos (Votava et al.,

2002).

Los marcadores moleculares son una herramienta poderosa en estudios de diversidad
genética, auxilian en la clasificacion de accesiones filogenéticamente, revelan individuos con
antecedentes hibridos y resuelven incertidumbres taxonémicas (Horst y Wenzel, 2007), son
repetibles y considerados de mayor confianza que los caracteres morfoldgicos, al no ser
afectados por el ambiente (Portis ez al., 2007). Los microsatélites son repeticiones en tandem
de uno a seis nucledtidos de ADN, y han adquirido gran importancia en la genética vegetal y
fitomejoramiento debido a sus caracteristicas ventajosas, tales como hipervariabilidad,
naturaleza multialélica, herencia codominante, alta reproducibilidad, abundancia relativa,
amplia cobertura del genoma, ubicacion especifica en el cromosoma, sensibilidad a la
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automatizacion y alto rendimiento de genotipeo (Kalia et al., 2011). El uso de SSR en el
analisis de Capsicum ha contribuido al conocimiento de variabilidad genética (Tam et al.,
2005; Nagy et al., 2007; Portis et al., 2007; Hanacek et al. 2009; Patel et al., 2011; Dhaliwal
et al., 2014), mapeo gendémico (Lee et al., 2004; Minamiyama et al., 2006; Yi et al., 2006;
Nagy et al., 2007; Wu et al., 2009; Mimura et al., 2012; Sugita et al., 2013; Ahn et al., 2014),
identificacion de genotipos (Gémes Juhdsz et al, 2006) y andlisis de estructura genética

(Contreras et al., 2011; Ibiza et al., 2012; Pacheco-Olvera et al., 2012).

Estudios acerca de la variabilidad genética de poblaciones nativas de chiles en México
mediante microsatélites indican alto polimorfismo genético, como los resultados obtenidos
por Gonzalez-Pérez et al. (2014) a través de 39 SSR probados en accesiones mexicanas de
C. annuum L., que mostraron heterogeneidad genética y amplia cantidad de alelos exclusivos.
En el mismo tenor, la caracterizacion de la diversidad a través de loci microsatélites reportada
por Contreras et al. (2011), en un estudio de poblaciones nativas de chile ‘Poblano’
encontraron amplia variabilidad genética, mayormente intrapoblacional. Tambien Pacheco-
Olvera et al. (2012), con amplia diversidad a través del anélisis de variabilidad genética de
poblaciones silvestres y nativas del noreste de México mediante siete SSR que coinciden con
los de Gonzalez-Jara et al. (2011), quienes analizaron poblaciones silvestres (C. annuum L.
var. glabriusculum). Por otra lado, Ibarra-Torres et al., (2015) mostraron que los
microsatélites disefiados para C. annuum L. pueden detectar diferenciacion en C. pubescens,

lo que indica cierta homologia entre ambas especies.

El germoplasma nativo de C. annuum L. presenta amplia diversidad fenotipica derivada
de patrones divergentes de domesticacion y seleccion (Herndndez-Verdugo et al., 2001;
Gonzalez-Pérez et al., 2014), por lo que se requiere de mas estudios detallados de variabilidad
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genética (Aguilar-Meléndez et al., 2009) para otros tipos, como es el caso de chile ‘Guajillo’,
ya que ha sido poco estudiado principalmente a nivel molecular. Con base en lo anterior, el
objetivo de este estudio fue describir la diversidad y estructura genética de poblaciones
locales de chile “Guajillo’ y otros tipos de chile de Zacatecas, a través de marcadores
microsatélites, valoracion que permitira determinar patrones de distribucion de la diversidad,

asi como establecer estrategias de conservacion y mejoramiento genético eficientes.

3.4. Materiales y métodos

Germoplasma

El estudio se realizd en una coleccion nucleo de 32 pobaciones de chile ‘Guajillo’ de
Durango y Zacatecas definida en 2012 mediante una caracterizacion fenotipica, ademas de
dos poblaciones tipo ‘Pasilla’, tres de chile “Puya’ y una colecta de chile “de Arbol’, utilizadas
como referencia y una accesion silvestre de chile ‘Piquin’ (C. annuum L. var. glabriusculum)

como grupo externo.

Extraccion y cuantificacion de ADN

Se extrajo ADN genomica a partir de 100 mg de tejido por plantula (16 dds) de 10
individuos de cada poblacion, establecidos en invernadero, mediante el kit comercial
ChargeSwitch®, gDNA Plant (Invitrogen) en un robot de extraccion KingFisher Flex®
(ThermoScientific, Waltham, MA). La cuantificacion de ADN se realiz6 a una absorbancia
de 260 y 280 nm, con un espectrofotometro de ultra bajo volumen (NanoDrop 2000,

ThermoScientific, Waltham, MA).
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Evaluacion de marcadores microsatélites

Se evaluaron 19 oci de microsatélites reportados por Lee et al. (2004) (Cuadro 3.1) los
cuales se amplificaron por reacciones de PCR multiple (Contreras-Toledo ef al., 2011). Los
iniciadores se marcaron con etiquetas fluorescentes 6-FAM o HEX (Applied Biosystems) en

el extremo 5’ para su deteccion por electroforesis capilar.

El volumen final de la mezcla de la reaccion de PCR fue de 25 pL, que contenia 40 ng
de ADN, 0.2 mM de nucleotidos, 4 mM de MgClz, 1 X de amortiguador, 1 unidad de Taq
ADN polimerasa y 10 pmol de cada iniciador. Las etapas para la amplificacion de fragmentos
fueron una desnaturalizacion inicial de 4 min a 94 °C; seguida de 30 ciclos de 1 min a 94 °C
(desnaturalizacion), seguida de la alineacion a 1 min de 56 a 65 °C dependiendo del iniciador,

una extension a 2 min a 72 °C, y una extension final a 72 °C por 12 min.

El analisis de fragmentos se realizd en un secuenciador Genetic Analyzer ABI 3130®
(Applied Biosystems, Foster City, CA), con una mezcla de 2 pL de producto de PCR, 0.25
uL de GeneScan TM- 500 LIZ® Size Standard y 7.75 uL de HiDi TM Formamide®. Para la
identificaciéon y medicion de los alelos se empled el programa GeneMapper® v. 4.0 (Applied

Biosystems).
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Cuadro 3.1. Loci de microsatélites e iniciadores, condiciones de alineamiento para las PCR miiltiples y PIC analizados en

poblaciones nativas y germoplasma silvestre de C. annuum L.

Grupo Locus Unidad repetitiva Etiqueta-Iniciadores (5°-3° / 3°-5°) pb Tm (°C) PIC
Hpmsl-1 (CA)12(TA), 6-FAM-tcaacccaatattaaggtcacttce/ ccaggcggggattgtagatg 257-284 0.633
1 HpmsAT2-14 (AAT) 16 vpt 6-F AM-tttagggtttccaactcttcttce/ ctaaccccaccaagcaaaacac 174-196 56.4  0.005
Hpms 1-6 (AT)2(GT)4(AT)s (GT)i3 HEX-tccataacttcacccatgagtatga/ gcaacacccacattcecttcte 186-196 0.292
HpmsI-106 (AAAAAT), HEX-tccaaactacaagcctgectaacc/ ttttgcattattgagtcccacage 157-163 0.356
2 Hpms1-5 (AT)11(GT)17 6-FAM-ccaaacgaaccgatgaacactc/ gacaatgttgaaaaaggtggaagac 281-321 61 0.511
AF244121 (TTG)s e (AT)s e (GT)3 ivip 6-FAM-tacctcctcgecaatecttetg/ ttgaaagttctttccatgacaacc 238-242 0.624
CMO0005 (CCA)g 6-FAM-catgaccaccatgaggata/ gatagccacgagcatagtatt 153-159 0.280
3 Hpms 1-168 (TA)17(GA)12 HEX-gccccgatcaatgaatttcaac/ tgatttttgggtggagagaaaacc 160-177 56.2  0.558
Hpms 2-13 (AQ)12(AT)4 HEX-tcacctcataagggcttatcaatc/ tccttaaccttacgaaaccttgg 246-263 0.451
HpmsCaSIG19  (CT)s(AT)sGrams HEX-catgaatttcgtcttgaaggtcce/ aagggtgtatcgtacgcagectta 216-226 0.548
4  Hpmsl-172 (GA)s HEX-gggtttgcatgatctaagcatttt/ cgctggaatgcattgtcaaaga 320-346 64.7  0.688
CANO010950 (TA)o HEX-gattttggtggcagaagaattgg/ tgcactttcgaagcaaacaaace 256-277 0.308
5 Hpms 1-111 (AAT)11 HEX-aagcttatccctttcaaatataa/ atatctcacgtattgcggattctt 147-188 547 0.348
Hpms 2—24 (CT)17(CA)sazi 6-FAM-tcgtattggcttgtgatttaccg/ ttgaatcgaatacccgcaggag 184-203 0.639
Hpms2-2 (GT)o 6-FAM-gcaaggatgcttagttgggtgte/ tcccaaaattaccttgecageac 147-152 0.435
6  Hpmsl-173 (GA)16(TG), HEX-tgctgggaaagatctcaaaagg/ atcaaggaagcaaaccaatge 160-167 56 0.482
Hpms1-143 (AG)12 6-FAM-aatgctgagctggcaaggaaag/ tgaaggcagtaggtggggagte 221-276 0.676
; Hpmsli-274 (GTT), HEX-tcccagaccectegtgatag/ tectgetecttccacaactg 164-139 58617 0.583
Hpmsli-214 (GTTT)2 (rr6p 6-FAM-tgcgagtaccgagttctttctag/ ggecagtectgggacaacteg 83-106 0.648

IMP+= Repeticion imperfecta. PIC: Contenido de Informacion Polimorfica.
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Los estadisticos F de Wright (1965) describieron los efectos de endogamia de un
individuo con respecto a la subpoblacion (Fis), el efecto de la subpoblacion en relacion con
la poblacion entera (Fst) y de un individuo con respecto a la poblacion entera (Fir). Los

parametros fueron obtenidos mediante el programa POPGENE v. 1.31 (Yeh et al., 1999).

Se realizd un analisis de varianza para la seleccion de alelos cuyas frecuencias
presentaron significancia al 5 % entre poblaciones, es decir que 66 alelos significativos
conformaron la matriz de correlaciones para el Analisis de Componentes Principales (ACP)

realizado mediante el paquete SAS v. 9.3 (SAS Institute, 2011)

Los alelos seleccionados también se usaron para construir un filograma de las 39
poblaciones a través del método de agrupamiento Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) con
la matriz de distancias genéticas modificadas de Rogers, a través del programa NTSYS v.

2.21c (Rohlf, 2009).

La diferenciacion genética entre las poblaciones se estimdé con un andlisis
conglomerado con el modelo bayesiano, a través del programa STRUCTURE v. 2.3.
(Pritchard et al., 2009). Los ajustes predeterminados fueron establecidos por cada corrida,
que consistido de un periodo de 100,000 repeticiones seguido de 100,000 iteracciones de
cadenas Markov Monte Carlo (MCMC). Se consider6 el modelo aditivo, que asume
ascendencia mixta entre los individuos y, el modelo de correlacion, que asume que los alelos
se derivan de un ancestro comun. El nimero de agrupaciones poblacionales (K) se valor6 de
1 a 10, con 10 simulaciones independientes por cada valor de K. Mediante el programa
STRUTURE HARVESTER v. 6.94 (Earl y vonHoldt et al., 2012) y el método de Evanno et

al. (2005) se obtuvo el maximo valor estadistico de AK, para identificar el nimero 6ptimo de
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agrupaciones. La visualizacion del conglomerado se realiz6 con el programa DISTRUCT v.

1.1 (Rosenberg, 2004).

3.5. Resultados y discusion

Analisis de la diversidad y estructura genética

Todos los loci evaluados fueron polimoérficos, de acuerdo con los valores de PIC
(promedio, 0.477). La diversidad y frecuencia alélica entre las poblaciones no fue uniforme
para todos los loci (Cuadro 3.1); el locus Hpms AT2-14 presentd el menor polimorfismo
(0.005) con tnicamente tres alelos, mientras que Hpms 1-172 (0.688) presento 12 alelos por
locus. Los valores de PIC para Hpms 1-172y Hpms AT2-14 fueron notablemente menores a
los obtenidos por Ibarra-Torres et al. (2015), que reportaron 0.91 y 0.85, identificados en C.
annuum. En cambio, el nimero de alelos del microsatélite HpmsI-5 fue alto, al igual que el

obtenido en chiles rojos por Hanacek et al. (2009).

En las poblaciones evaluadas se detectd un total de 117 alelos; el nimero de alelos por
locus vari6 de 1.74 a 4.79 con un promedio de 6.16 alelos con 83.10 % de /oci polimorficos
(Cuadro 3.2). Estos resultados fueron similares a los identificados en poblaciones de chiles
anchos por Contreras et al. (2011). La mayor cantidad de alelos se observé en chile
‘Guajillo’, contrario a la poblacion silvestre “Piquin’, cuyo valor contrastd con el reportado
por Pacheco-Olvera et al. (2012), quienes detectaron 3.6 alelos por locus en colectas
silvestres, probablemente debido a que en el presente estudio el tamafio de muestra fue

pequena.
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Segun Pickersgill et al. (2007) senalaron que a través de estudios de taxonomia
numérica basada en caracteres morfoldgicos de poblaciones silvestre, semi domesticadas y
domesticadas de C. annuum, los chiles domesticados parecen mas heterogéneos que los
silvestres de la misma especie. De manera contraria, Loaiza-Figueroa et al. (1989)

identificaron patrones distintos de variacion genética entre morfotipos silvestres.

El valor promedio de alelos por locus encontrado en poblaciones nativas por Loaiza-
Figueroa et al. (1989) fue similar al obtenido en este estudio (3.37). Las poblaciones nativas
presentaron amplia variabilidad genética de acuerdo con el nimero de alelos identificado,
que fue mayor al nimero promedio obtenido por Nimmakayala et al. (2014) en 96

poblaciones de Capsicum annuum L.

Cuadro 3.2. Analisis de la diversidad genética de cuatro tipos nativos y un genotipo

silvestre de C. annuum L. con base en 19 loci de microsatélites.

Nimero )

Tipo de Numero Alelos por  Alelos % loci
de He

chile de alelos locus exclusivos polimorficos
accesiones
‘Guajillo’ 32 91 4.79 18 93.59 0.53
‘Pasilla’ 2 59 3.11 0 86.84 0.49
‘Puya’ 3 60 3.16 0 87.72 0.48
“de Arbol’ 1 46 2.42 8 84.21 0.38
‘Piquin’ 1 33 1.74 16 63.16 0.31
Total 39 117 - 42 - -

Promedio - - 6.16 - 83.10 0.44

He= Heterocigosidad esperada
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Los alelos exclusivos representaron 36 % del total de los alelos encontrados. La mayor
cantidad se detectd en chile ‘Guajillo’, seguido de ‘Piquin’ y de ‘Arbol’ (18, 16 y 8 alelos,
respectivamente); por el contrario, las poblaciones de ‘Pasilla’ y “Puya’ no tuvieron alelos

exclusivos.

La alta frecuencia de alelos exclusivos en chile ‘Piquin’ (48 % del total de alelos) fue
asociada al intercambio genético y flujo de estos alelos dentro sus poblaciones naturales.
Votava et al. (2002) sefialan que la presencia de alelos tinicos en poblaciones silvestres
derivan de procesos evolutivos tales como mutacion, seleccion natural bajo condiciones

adversas, y a la deriva genética después de un efecto fundador.

La mayor diversidad de alelos se identifico en las poblaciones de chile ‘Guajillo’ que
mostrd alto porcentaje de loci polimérfico (93.6 %), valor que supera a los reportados por
Hernandez-Verdugo et al. (2001) en poblaciones silvestres (90.8 %) y nativas (84.6 %) de C.
annuum L. procedente del noreste de México. El valor promedio del porcentaje de loci
polimérfico (86.3 %) entre ‘Pasilla’ “Puya’ y “de Arbol’ mostré porcentajes similares a los
identificados en poblaciones nativas de chiles tipo ‘Serrano’, ‘Jalapefio’ y “Morron’
(Hern&ndez et al., 2006). Las diferentes magnitudes encontradas en el porcentaje de loci
polimorficos de las poblaciones nativas (84.2 a 93.6) se asocian a modificaciones en la
composicion genética derivadas del proceso de domesticacion; en cambio, el déficit de
porcentaje de loci polimoérficos de la poblacion silvestre (63.2 %) se relaciond con una

desviacion en el muestreo, por el tamafio reducido de muestra analizada.

La heterocigosidad esperada (He) se presentd en un intervalo de 0.31 a 0.53. Las

poblaciones tipo “Guajillo’ mostraron heterocigosidad esperada superior (0.53) con respecto
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al resto de poblaciones analizadas. Tal valor de He del chile ‘Guajillo’ indica amplia
diversidad genética. Los valores de heterocigosidad de los chiles ‘Pasilla’, ‘Puya’, ‘de Arbol’
(promedio, 0.45) se atribuyen a cierto nivel de homocigosis en estas poblaciones, como

resultado del bajo cruzamiento y a la poca cantidad de accesiones analizada.

Al respecto, los valores de He reportados por Nicolai et al. (2013) para poblaciones
nativas y silvestre (0.59 y 0.78, respectivamente) por fueron notablemente mayores a los
identificados en este estudio, probablemente debido a la baja cantidad de muestras
analizadas, ya que las poblaciones silvestres mantienen altos niveles de variacion entre y
dentro de sus poblaciones (Hernandez et al., 2008). Sin embargo, los valores de He aqui
obtenidos son equiparables al intervalo de de 0.30 a 0.59 reportado por (Moses et al., 2014)

en poblaciones nativas y silvestres de C. chinense.

En cuanto a los altos valores de los parametros genéticos identificados en chile
‘Guajillo’ evidencian la amplia variacion en sus numerosas poblaciones evaluadas, cantidad

de accesiones analizadas que dan confianza en los datos aqui obtenidos en este tipo de chile.

Los estadisticos F de Wright (Cuadro 3.3) mostraron que tanto el material silvestre
como la poblacién de chile “de Arbol” presentaron valores negativos para la desviacion de
heterocigosidad de individuos dentro de accesiones (Fis) (Cuadro 3.3), lo que indico la
predominancia de heterocigotos. Tal condicidon de exogamia puede ser explicada porque en
sus poblaciones naturales el intercambio génico es mayor que con materiales cultivados. Asi,
los valores de exogamia obtenidos por Monteiro ef al. (2013) indican que las poblaciones

silvestres de C. annuum L., con -0.775 muestran un valor mayor que el encontrado en
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poblaciones silvestres de C. chinense, 1o que mostré diferentes distribuciones de diversidad

entre especies silvestres.

De manera contraria, las poblaciones nativas presentaron valores positivos Fis con un
promedio de 0.217. Es decir, estas poblaciones tendieron a acumular homocigotos y por tanto
muestran endogamia. La mayor magnitud de Fis (0.315) fue observada en chile ‘Guajillo’, lo
que indica una alta cantidad de homocigotos en los individuos, mientras que los valores de

Fis observados en los tipos ‘Pasilla’ y “Puya’ indican mayor abundancia de heterocigotos.

Cuadro 3.3. Estructura genética de poblaciones nativas y germoplasma silvestre de C.

annuum L. a partir de los estadisticos F de Wright calculados con 19 loci de

microsatélites.

Tipo de chile Fis Frr Fst
‘Guajillo’ 0.315 0.402 0.127
‘Pasilla’ 0.187 0.271 0.103
‘Puya’ 0.150 0.269 0.141
“de Arbol’ -0.238 -0.238 -
‘Piquin’ -0.228 -0.228 -
General 0.037 0.095 0.123

Fis= Desviacion de heterocigosidad dentro de accesiones; Fir= Efecto de endogamia de un

individuo con respecto a la poblacion entera; Fst = Coeficiente global de endogamia.

Los valores de (Fir) mostraron mayor presencia de homocigotos en los chiles
‘Guajillo’, ‘Pasilla’ y “Puya’, contrario a los valores observados en los chiles ‘de Arbol’ y

‘Piquin’ (-0.238 y -0.228, respectivamente) que presentan mdas heterocigotos. El chile
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‘Guajillo’ mostré los valores mas altos para Fis y Fir y, por tanto mayor numero de
homocigotos y mas pérdida de heterocigosidad. De acuerdo con Pacheco-Olvera et al.
(2012), la domesticacion de las poblaciones nativas ha incidido fuertemente en la

modificacion de su variacion genética, en comparacion con las poblaciones naturales.

Frankham et al. (2002) consideran que un valor superior a 0.15 en la Fst implica alta
diferenciacion. Por tanto, los resultados aqui obtenidos muestran diferenciacion genética
moderada entre las poblaciones nativas tipo ‘Guajillo’, “Pasilla’ y ‘Puya’ (0.127, 0.103 y
0.141, respectivamente). Con una Fst promedio de 0.124 para todos los tipos de chile, se
infiere que 87.6 % de la variacidon genética total ocurre dentro de las poblaciones y s6lo 12.4
% entre ellas. Estos resultados son similares a los reportados por Contreras et al. (2011) en
poblaciones locales de chile ancho (Fst = 0.134) y a la distribuciéon de la diversidad
identificada por Aguilar-Meléndez et al. (2009) en poblaciones mexicanas a través del
analisis de los loci Dhn, G3pdh y waxy, que presentaron un valor promedio de Fst=0.153,
que indican alta diversidad a nivel intrapoblacional; sin embargo, el valor promedio Fst aqui
obtenido fue menor al observado por Castaiion-Najera et al. (2014) en poblaciones locales
de Tabasco y Tamaulipas, cuya diferenciacion genética (Gsr) fue de 0.373, que indica mayor

variacion inter poblacional.

La mayor variabilidad genética se observd dentro de poblaciones, por lo que la
seleccidn recurrente intrapoblacional seria unaa alternativa de mejoramiento genético mas
eficiente para el aprovechamiento de la diversidad genética de las poblaciones analizadas,
con base en la consideracion de que la respuesta a la seleccion reside en la diversidad
genética intrapoblacional (Aktas et al., 2009). La amplia variabilidad genética identificada
en chile ‘Guajillo” demuestra la posibilidad de obtener ganancias a partir de la seleccion.
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Relaciones genéticas y estructura poblacional

La distribucion de la diversidad genética entre las poblaciones fue determinada a través
del Analisis de Componentes Principales (ACP). La dispersion de las poblaciones de los
chiles “Guajillo’, “Pasilla’ y “Puya’ fue representada en el espacio determinado por los tres
primeros componentes principales (Figura 3.1) que en conjunto explicaron 63.6 % de la
variacion genética total para los 66 alelos seleccionados (Cuadro 3.4). E1 ACP se analiz6 con
la informacién genética de las 39 poblaciones, pero sin graficar a los chiles ‘de Arbol’ y
‘Piquin’ (CP1=3.544; CP2=21.166; CP3=0.1701 y CP1=29.873; CP2=-3.071; CP3=-0.0806,
respectivamente) no fueron graficados a fin de apreciar con mayor detalle la distribucion de

las 37 poblaciones restantes.

La dispersion de las poblaciones en el espacio tridimensional mostrd alta variacion
genética. Las poblaciones de chile ‘Guajillo’ formaron un complejo amplio y continuo pues
cuentan con alta heterogeneidad alélica y variantes genéticas individuales, posiblemente

inducidas por el manejo y seleccion por parte del agricultor.

Es de suponer que la formacién del complejo ‘Guajillo’ resultéd del intercambio y flujo
genético entre sus poblaciones, el cual parece capaz de mantener sus alelos exclusivos dentro
del tipo de chile, lo cual fue favorecido por corta distancia geografica, ya que todas sus
poblaciones provienen de la misma region productora. La presencia de estos alelos tnicos
podria corresponder a ciertas adaptaciones como resultantes de la seleccion hacia condiciones
adversas, asi como por forma y picor del fruto y tamafio de planta, y, como sefialan Gonzélez-
Pérez et al. (2014) la presencia e identificacion de estos alelos Unicos dentro de las

poblaciones son importantes en la conservacion de Capsicum.
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Figura 3.1. Dispersion de poblaciones de chile con base en los tres primeros
componentes principales derivados de 66 alelos seleccionados del analisis de 19 loci

microsatélites. Tipo de chile: ‘Guajillo’ (G, 0); ‘Pasilla’ (PA, 0); ‘Puya’ (PU, A).

La Figura 3.1 muestra de manera clara la definicion de tres conjuntos dentro del
complejo ‘Guajillo’, en el primer grupo las poblaciones G701 y G731 que presentaron mayor
afinidad alélica, y se distinguieron del segundo conjunto que present6 la mayor densidad y
conglomeracion poblacional, correspondientes a 26 poblaciones tipo ‘Guajillo’ y una colecta
de chile “Pasilla’ (PA624). El Grupo III present6é agrup6 sélo a cuatro poblaciones tipo

‘Guajillo’ junto una colecta de chile “Puya’ (PU606).

De manera contraria, dos poblaciones tipo ‘Puya’ y una accesion de chile “Pasilla’ no
mostraron relacion cercana con el resto de las poblaciones; las colectas PU613 y PU611 se
distinguieron claramente del complejo y formaron un cuarto agrupamiento bien diferenciado

de chile ‘Guajillo’, al igual que la accesion de chile “Pasilla’ (PA624), que se comportd de
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manera independiente y con poca similitud genética tanto con ‘Guajillo’ como con chile

‘Puya’.

Cuadro 3.4. Variacion explicada y acumulada y alelos de mayor influencia sobre los
primeros tres componentes principales generados a partir de 66 alelos seleccionados
para 19 loci de microsatélites en poblaciones nativas y germoplasma silvestre de C.

annuum L.

Variacion  Variacion
CP explicada acumulada Alelos con mayor aporte al componente
(%) (%)

Hpms 1-6 A, Hpms AT2-14 C, Hpms 1-5 A, Hpms 1-5 C,
Hpms 2-13 1, Hpms 1-172 A, Hpms 1-172 C, CANO10950
D, HpmsCASIG19 A, Hpms 2-24 D, Hpms 2-2 E, Hpms -

1 37.6 37.6 173 A, Hpms 1-143 B, Hpms 1-143 D, Hpms 1-214 E,
Hpms AT2-14 B, Hpms 1-274 B, Hpms 1-173 C,
HpmsCASIG19 G, Hpms 1-214 A, CM0005 B, CM0005
C, Hpms 1-143 E, Hpms 1-6 C.

Hpms 2-13 A, Hpms 1-172 B, HpmsCASIG19 H, Hpms 2-
24 E, Hpms 2-2 A, Hpms 2-2 D, Hpms 1-214 C, Hpms 1-

2 19.6 57.2
214 G, Hpms 1-143 A, Hpms 1-274 A, Hpms 1-172 F,
Hpms 1-172 K, Hpms 1-143 E.

; 63 3.6 CANO10950 A, CANO10950 B, HpmsCASIG19 E, Hpms

1-6 B, Hpms 1-173 D.

CP= Componente principal.

En el mismo sentido, en PU613 y PU611 se aprecid una divergencia clara entre ambas

colectas y con los demas grupos. La divergencia de PU613, PU611y PA624 con chile
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‘Guajillo’ podria corresponder al poco intercambio genético, asi como a patrones de

seleccion y adaptaciones especificas.

Las colectas PU606 y PA622 compartieron mayor parecido genético con ‘Guajillo’.
Estos tres tipos de chile son sembrados comiinmente juntos (Kraft ez al., 2014), y presentan
diferentes grados de polinizacion cruzada estimada con base en intervalos de alogamia que
varian de 2 a 96 % (Votava et al., 2005). La capacidad alégama de C. annuum L. ha
promovido alta variacion genética observada en los tipos cultivados del género (Lefebvre et

al., 1993), favorecida por la poca distancia entre cultivares (Raw, 2000).

La capacidad de polinizacion abierta en C. annuum L., comparada con otras especies
consideradas autdogamas es ampliamente variable (Pickersgill, 1997). Estos eventos de
polinizacidon cruzada podrian haber modificado la identidad genética de las poblaciones
PU606 y PA622, que son cultivadas de manera conjunta y por tanto haberse suscitado
intercambio genético, lo que derivd en un parecido genético y alelos compartidos. En este
sentido, Votava et al. (2005) senalan que los eventos polinizacion cruzada podrian cambiar

la identidad genética de las poblaciones nativas.

El arbol filogenético generado a partir de 66 alelos seleccionados (Figura 3.2) mostrd
una separacion clara del germoplasma silvestre con respecto a los chiles cultivados, y estos
wiltimos a su vez fueron subdivididos en: i) la colecta tinica de chile ‘de Arbol’ y ii) el conjunto
amplio de chiles ‘Guajillo’, ‘Pasilla’ y ‘Puya’, cuyo agrupamiento corresponde a
caracteristicas semejantes de fruto y planta y, a un posible_parentesco genético derivado de

una region de domesticacion simpatrica comun en el pasado. El grupo externo ‘Piquin’ se
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diferencié de todas las demds accesiones, presumiblemente por ser el antecesor de las

poblaciones de chile cultivado como postul6 Pickersgill (1971).

Al igual que en el grafico tridimensional de componentes principales (Figura 3.1), se
observé que las poblaciones G701 y G731 presentaron alta cercania genética y tal similaridad
las reuni6 en el Grupo 1. En cambio, las 26 poblaciones del tipo ‘Guajillo’ del Grupo II
presentaron mayor parecido genético con la poblacion ‘Pasilla’ (PA624). Cuatro accesiones
de “Guajillo’ (G711, G717, G765 y G767) mostraron mayor relacion genética con la colecta
PU606, e integraron al Grupo III. La poblaciéon PA622 presento alta diferenciacion (Grupo
IV), al igual que PU613 y PU611 aunque estas dos ultimas poblaciones mostraron alta

similitud entre ellas y conformaron al Grupo V.

Las diferencias genéticas entre las poblaciones analizadas incidieron en la separacion
de los grupos poblacionales. Cada agrupamiento mostrd una clara diferenciacion entre ellos
debido a su variacion alélica particular. Tanto el chile “Guajillo’ como el resto de chiles
analizados presentaron variabilidad y diferenciacion genética. Las poblaciones PA624 y
PU606 presentaron mayor parecido genético con este tipo de chile, mientras que las
accesiones de ‘Puya’ (PU611, PU613) y PA622 de ‘Pasilla’), fueron mas divergentes con el
tipo “Guajillo’. Es probable entonces que el flujo genético entre las poblaciones divergentes
y las de chile “Guajillo’ sea pobre y que su manejo haya sido dirigido hacia atributos

particulares diferentes a las caracteristicas de chile ‘Guajillo’.
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Figura 3.2. Arbol filogenético de poblaciones nativas y silvestre de C. annuum a partir de 19 loci microsatélites, distancias
modificadas de Rogers y el método de agrupamiento de Neighbor Joining y Estructura poblacional de genotipos de chile (K=6)
al lado derecho. Tipo de chile= ‘Guajillo’ (G); ‘Pasilla’ (PA); ‘Puya’ (PU), ‘De Arbol’; ‘Piquin’.
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La distancia genética promedio entre accesiones fue de 0.135. Con respecto a la posicion
basal del filograma, la poblacion G765 mostr6é la menor divergencia evolutiva, con un valor de
0.37 de distancia genética, seguido de G711, G753 y G778 que mostraron un valor semejante
(0.38). La diferencia evolutiva entre las poblaciones menos divergentes y el germoplasma ancestral

se present6 en el intervalo de 0.24 a 0.37.

Esto implica que debieron haber ocurrido multiples procesos evolutivos para llegar a la
definicion y seleccion de caracteristicas de chile “Guajillo’ con una separacion genética de 0.12
con respecto al germoplasma silvestre. Tan corta separacion entre el germoplasma silvestre y los
tipos nativos ‘Guajillo’ muestra la conservacion de informacion genética en concordancia con la
seleccion de ciertas caracteristicas en su proceso de domesticacion. Asi en variedades de paprika
se ha encontrado a través del uso del ITS nrDNA una relacion estrecha entre las relaciones

filogenéticas y el color del fruto (Sun et al., 2014).

Por otra parte, las poblaciones con mayor divergencia fueron PU611 (0.48), G722 (0.49),
G734 y G735 (0.51, ambos) presentaron valores con mayor divergencia. La separacion entre
poblaciones varié de 0.37 a 0.51, lo que indic6 poca conservacion genética, valores que contrastan
con lo reportado por Castandén-N3ajera et al. (2014), quienes encontraron valores pequeios (0.021
a 0.072) de separacion en poblaciones silvestres y semi silvestres de chile procedente de diferentes

regiones de Tabasco.

Para una mejor comprension de las relaciones genéticas dentro y entre los tipos de chile
evaluados se analiz¢ la diversidad alélica a través del analisis bayesiano de la estructura poblacional
con el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2007). El nimero de agrupamientos poblacionales

(K) fue seleccionado con base al estadistico AK que mostré el maximo valor estadistico en K=6
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(Figura 3.2, lado derecho). Este analisis fue consistente con el filograma y los patrones de
agrupamiento generados en el ACP. Las accesiones individuales de chile de ‘Arbol’ y “Piquin’
fueron asignadas al Grupo amarillo y Grupo externo (Blanco), respectivamente. Las poblaciones
PU613 y PU611 (rojo y azul, respectivamente) fueron diferenciadas con mayor precision con base
en su patron alélico y formaron dos grupos poblacionales distintos. La poblacion PA622, presento
una mezcla alélica que presenta con alelos afines a las poblaciones PU613, PU611 y de chile de
‘Arbol’ (rojo, azul y amarillo, respectivamente), aunque la proporcion de alelos comunes con chile
de “Arbol’ fue menor, al igual que la cantidad de alelos presentes en las poblaciones de chile

‘Guajillo’ (morado y verde).

Se confirmo también que las poblaciones con mayor variabilidad genética correspondieron
al chile tipo “Guajillo’, las cuales que presentaron un amplio mosaico genético, en las que se
distinguen los alelos afines a la poblacion PU613 (rojo) y alelos propios asignados a los colores
verde y morado, ademas de bajas proporciones de alelos comunes con la colecta de chile de “Arbol’.
En todos los casos se observan alelos comunes con la colecta PU611 (azul). Esto indica que el chile
‘Guajillo’ ha tenido flujo genético con los tipos “Pasilla’ y ‘Puya’, con las cuales comparten alelos
comunes como resultado del intercambio genético, ademas de tener todas ellas un ancestro silvestre
comun. Se infiere nuevamente que la amplia variabilidad genética de chile ‘Guajillo’ correspondid

a patrones divergentes en su seleccion.

La accesion silvestre “Piquin’ mostré poca cercania genética con los materiales cultivados,
posiblemente por su origen geografico, y presentd baja proporcion de alelos afines con chile de
‘Arbol’ (amarillo) y del resto de las poblaciones (azul), lo que muestra que las poblaciones de los
chiles cultivados han acopiado genes caracteristicos propios durante su proceso de domesticacion.
No obstante, los alelos de chile ‘Piquin’ (blanco) entdn presentes en un amplio nimero de
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accesiones, y sobre todo en las poblaciones G732 y G722, lo que permite suponer la ocurrencia de
eventos de introgresion genética asociados con la presencia de alelos comunes con el germoplasma

silvestre.

Un mayor intercambio genético atribuido a la alta capacidad de cruzamiento dentro de las
poblaciones de chile ‘Guajillo’ pudo dar lugar a la transferencia de alelos tinicos dentro del tipo;
sus alelos exclusivos son mantenidos dentro de sus poblaciones y sus combinaciones genéticas han
definido sus patrones alélicos particulares identificados, diversificacion que corresponde a los

multiples objetivos y necesidades antropocéntricas.

La divergencia dentro de los tipos de chiles cultivados corresponde a eventos de
domesticacion multiples, asi como a las preferencias antropocéntricas y a las condiciones
ambientales donde se desarrolla (Ortiz et al., 2010). Se ha planteado que el chile “Puya’ podria ser
una variante de ‘Guajillo’ (Aguilar et al., 2010); sin embargo, los resultados aqui obtenidos no
mostraron derivacion filogenética, ya que ambos chiles comparten alelos comunes y presentan
cierto nivel de flujo genético. No obstante, las poblaciones PU611 y PU613 mostraron alta
divergencia con ‘Guajillo’ y homologia genética entre sus individuos, por lo que se requiere de
mayor cantidad de muestras tanto de chile ‘Puya’ como del tipo ‘Pasilla’ para identificar una

relacion filogenética clara.

Por otra parte, la homologia entre los individuos de las accesiones PU611 y PU613, asi como
su divergencia genética con las otras poblaciones estudiadas, podria asociarse a efectos de
geitonogamia (polinizacion entre flores distintas pero de la misma planta), lo que resulta en un

intercambio genético pobre (Oyama et al., 2006). Si bien las accesiones PU611 y PU613
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presentaron alta similitud genética, la clara divergencia entre ellas parece indicar que fueron

domesticadas bajo diferentes criterios de seleccion.

3.6. Conclusiones

La informacion alélica y la diversidad genética encontrada fue amplia en las poblaciones
nativas de chiles ‘Guajillo’ y del resto de germoplasma nativo analizado. El anélisis molecular
reveld amplia diversidad intrapoblacional en chile “Guajillo’. Se observaron divergencias genéticas
dentro de las poblaciones de chile ‘Guajillo’, cuyas combinaciones alélicas y alelos exclusivos se
asociaron con morfotipos particulares. Estas poblaciones exhibieron relacion cercana con algunas

accesiones tipo ‘Pasilla’ y ‘Puya’, lo que mostro flujo e intercambio genético.
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DISCUSION GENERAL

La caracterizacion morfologica de chile ‘Guajillo’ y otros tipos poblacionales de chiles secos
indicé que las variables de fruto presentaron mayor capacidad de discriminacion que los atributos
de planta y estructuras florales, en concordancia con lo sefialado por Latournerie et al. (2002) y
Castanion-Ngjera et al. (2008), cuyos estudios sefialaron que la mayor diferenciacion dentro y entre

morfotipos de chile correspondio a la contribucion de las caracteristicas de fruto.

El ancho, longitud, peso y forma del fruto asi como la longitud de placenta y forma del
pedicelo explicaron en mayor grado la variabilidad fenotipica observada, y tales caracteristicas
estan asociadas con la aceptabilidad del fruto, el cual varia de manera amplia a nivel inter e intra
especie. La mayor variabilidad del fruto de chile se observa en sus atributos de forma, tamafo,
color y picor (Paran y van der Knaap, 2007), variabilidad que se atribuye a la seleccion en el
proceso de domesticacion en funcion de las preferencias antropocéntricas de uso y consumo y, a
las adaptaciones ambientales diversas. Este polimorfismo es tipico de las especies domesticadas
(Medina et al., 2006), donde la seleccion sobre los atributos agromorfologicos y principalmente de
fruto, tanto entre como dentro de cada poblacion han determinado el grado de variabilidad genética

(Castanon-Najera et al., 2008).

Por otra parte la dispersién geografica y los altos niveles de polinizacion cruzada y de
adaptabilidad incrementaron las posibilidades de flujo genético entre y dentro de las poblaciones
domesticadas, lo que pudria haber incidido en la amplia variacion morfologica, sobre todo en las
caracteristicas de fruto (Medina et al., 2006). En este sentido, multiples factores tales como la

capacidad de intercambio genético conferido por su sistema reproductivo, nivel de ploidia,
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adaptacion, diversidad de agrosistemas y las necesidades humana, son lo que determinan los

patrones de diversidad genética de los cultivos (Gepts, 2006).

En la descripcion de la diversidad fenotipica de chile “Guajillo’ se observo que las
poblaciones comparten rasgos comunes, pero también existen entre ellas variantes de las
caracteristicas propias; es decir, morfotipos particulares; esta variabilidad esta asociada con la
seleccion diferencial de éstas y otras caracteristicas como sabor, picor y resistencia a factores
bidticos y abidticos, y su adaptacion a diferentes nichos ecologicos que han promovido la amplia
diversidad identificada. En este sentido, Votava et al. (2005) sefalaron que procesos histdricos,

ambientales y culturales tienen una funcién importante en la dinamica de las poblaciones locales.

Segun Portis et al. (2004) indican que los agricultores a menudo ejercen una fuerte seleccion
para incorporar caracteristicas de interés preferencial a partir de pocas semillas obtenidas de un
numero limitado de plantas, lo que podria llevar a la erosion de los acervos genéticos nativos de
chile. Por su parte, Geleta et al. (2005) y Aktas et al. (2009) proponen ampliar la diversidad
genética de poblaciones nativas de chile con germoplasma silvestre; sin embargo, las variedades
locales analizadas en dichos estudios descienden de una base genética menor (muestra pequenia),
en comparacion con las poblaciones locales de C. annuum mexicanas que presentan mayor

diversidad genética (Gonzalez-Pérez et al., 2014).

En los genotipos analizados se observo heterogeneidad en el contenido de capsaicina,
dihidrocapsaicina, capsaicinoides totales y picor, asi como en contenido individual y total de
carotenoides y de vitamina A. Si bien se ha reportado que el contenido de capsaicina usualmente
es el de mayor abundancia (Barbero ef al., 2014), aqui se encontrdé que en la mayor parte de los

chiles analizados el contenido de dihidrocapsaicina fue superior al de capsaicina.
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Respecto a la biosintesis, acumulacion y efecto del ambiente sobre los contenidos de
capsaicinoides, Garcés-Claver et al. (2006) y Gonzélez-Zamora et al. (2013) han sefalado que
depende de la variedad y condiciones ambientales donde se desarrolla el cultivo. Esto fue
confirmado por Meckelmann et al. (2014) quienes identificaron un comportamiento diferencial en
la composicion de capsaicinoides, flavonoides, tocoferoles y color, como resultado de la
interaccion genético ambiental; sin embargo, algunas poblaciones evaluadas no mostraron este

efecto, por lo que se supone una respuesta individual a los cambios en las condiciones de desarrollo.

El sabor peculiar de chile “Guajillo’ es relacionado con bajo picor, referida como principal
criterio de utilizacion en la gastronomia regional, y este mismo patrén se ha identificado en la
asociacion de el contenido de capsaicinoides y las preferencias de uso en morfotipos de chile de
Yucatan (Cazares-Sanchez et al., 2005), asi como en chiles nativos de Oaxaca, los cuales son
preferidos por su sabor y grado de picor en formas peculiares de consumo (Castellon-Martinez et

al., 2012).

Los chiles aqui analizados expresaron de manera general poco picor, lo que corresponde con
el tipo preferido. Desde el punto de vista de la planta, los compuestos secundarios juegan un papel
importante en su adaptacion al ambiente y en su respuesta a las condiciones de estrés (Akula y
Ravishankar, 2011). En este contexto, la baja produccion de capsaicinoides pudo corresponder a
ventajas ambientales en el cultivo de estas poblaciones, haciendo innecesario la produccion alta de
capsaicinoides para contrarrestar los factores bidticos y abioticos adversos, cuya sintesis es mayor

en condiciones de estrés (Gonzalez-Zamora et al., 2013).

Las poblaciones de ‘Guajillo’ presentaron el mayor contenido de carotenoides, sustancias

que dan el color caracteristico de cada chile (De Masi et al., 2007) y que constituyen un atributo
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organoléptico altamente relacionado con el criterio de seleccion para el consumo (Madosa et al.,
2009). Al igual que los capsaicinoides, los carotenoides son las variables de mayor importancia
para el aprovechamiento de los frutos rojos de Capsicum (Kim et al., 2002). El fruto del chile en
sus variados morfotipos y formas de consumo, contienen cantidades importantes de carotenoides
y capsaicinoides. En este trabajo el chile ‘Guajillo’ presentd altos valores en contenidos de
carotenoides y principalmente de la fraccion roja en la que la capsantina fue predominante, por
tales caracteristicas, las poblaciones de chile “Guajillo’ mostraron potencial de aprovechamiento

tanto para usos industriales como agente antioxidante.

El aprovechamiento diferencial de cada tipo de chile entre las diversas localidades y
productores ha propiciado la seleccion de sus caracteristicas quimicas y a su vez ha definido un
patrén particular de sabor de acuerdo con cada region y cultura culinaria del pais, ademas de usos
farmacoldgicos, como el reportado por Frei ef al. (1998) en C. baccatum. Las poblaciones de chile
‘Guajillo’ mostraron un patréon composicional propio, en el cual se lograron diferenciar variantes
individuales, lo que indica que este recurso genético cultivado y mantenido por productores en la

region de produccion es una importante fuente de diversidad fitoquimica.

La variacién y estructura genética de poblaciones de chile ‘Guajillo’ y tipos poblacionales
colectados fue observada en plantas crecidas en la principal region productora del pais. La
informacion alélica y de diversidad genética analizada a través de microsatélites describid una
amplia base genética. El chile “Guajillo” mostré que la mayor parte de la diversidad genética se
encuentra a nivel intrapoblacional, y que aun asi existen también combinaciones alélicas y alelos
exclusivos en morfotipos particulares. Los resultados derivados del presente estudio podrian

utilizarse para disefar estrategias mas efectivas para el aprovechamiento genético de estas
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poblaciones, y que la seleccion recurrente es el método mas conveniente para obtener variedades

mejoradas.

Los marcadores moleculares han sido utilizados con éxito en el género Capsicum en la
seleccion de progenitores para la produccion de hibridos, asi como en la clasificacion inter e intra
especifica y para analisis de distincion, homogeneidad y estabilidad (Kwon et al., 2005). Los
microsatélites son altamente utiles para la evaluacion de la diversidad genética y su aplicacion en
la caracterizacion de la variabilidad genética de chile hace efectiva la conservacion y

aprovechamiento de los recursos en programas de mejoramiento genético (Varshney et al., 2005).

La heterogeneidad genética de chile ‘Guajillo’ aqui observada estd asociada a los porcentajes
de alogamia que se han reportado en un intervalo de 7.6 a 38.6 % (Kwon et al., 2005). La capacidad
de entrecruzamiento de las poblaciones de chile ‘Guajillo’ pudo dar lugar a la transferencia de
alelos unicos dentro del tipo en funcion de los objetivos y necesidades antropocéntricas (Ortiz et
al., 2010), de modo que los alelos exclusivos han definido los patrones alélicos particulares aqui
identificados. Es decir, la variabilidad registrada de los tipos de chiles cultivados corresponde a
eventos de domesticacion multiples, asi como a las preferencias antropocéntricas y a las

condiciones ambientales donde se desarrolla el cultivo.

El tamafio, forma, color, picor asi como la informacién alélica analizada en las poblaciones
nativas de chile ‘Guajillo’ separaron de manera clara a morfotipos particulares dentro del complejo.
Los marcadores morfologicos son fuertemente influenciados por el ambiente y por ello la
metodologia es cuestionada, sin embargo la descripcion de la variacion fenotipica es importante
para la seleccioén de genotipos con base en caracteristicas cuantitativas como forma y tamafio de

fruto. Los microsatélites confirmaron la variabilidad en las poblaciones de chile ‘Guajillo’
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observada a través de la caracterizacion morfologica y fitoquimica. Los tres estudios acerca de la
diversidad genética de chile “Guajillo’ mostraron alta consistencia en sus resultados y permitieron

identificar la variabilidad y relacion genética existente en este germoplasma de chile.
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CONCLUSIONES GENERALES

En el presente estudio se postuld que la diversidad de chile nativo tipo ‘Guajillo’ es amplia a
nivel morfologico, fitoquimico y genético. Para probar la hipodtesis anterior se analizaron
poblaciones nativas de chile ‘Guajillo’ junto con referencias poblacionales y testigos comerciales
a través de descriptores morfoldgicos y fenoldgicas, de composicion quimica y de marcadores

moleculares.

Las caracteristicas de fruto tamafio, color, forma, placenta, pedicelo, el arrugamiento
transversal y dias a fructificacion, principalmente, definieron los rasgos distintivos de cada tipo de
chile que explicaron de manera precisa la variabilidad fenotipica observada. Se confirmé que existe
amplia diversidad morfoldgica de chile ‘Guajillo’ y otros tipos de chile seco, diversidad que parece
mantenerse a través de la seleccion y manejo de morfotipos similares y especificos, dentro y entre

tipos.

Existe amplia heterogeneidad fitoquimica en las poblaciones de chile analizadas, con base en
el contenido de los metabolitos analizados. La variacion en el chile ‘Guajillo’ se registr6 en la
composicion de capsaicinoides, carotenoides y vitamina A, en la cual se identificaron variantes

particulares.

La informacion alélica y la diversidad genética corrobor6 la amplia base genética de las
poblaciones locales de chiles ‘Guajillo’. Los marcadores microsatélites permitieron una clara

descripcion de la diversidad y de las relaciones genéticas en las poblaciones analizadas.
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