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Formacion de poblaciones de chileQapsicum annuum L.) para seleccion
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El presente trabajo se desarroll6 con el objetigofa@mar poblaciones de
amplia base genética a traves cruzas intra eriatgales, asi como la caracterizacion
de estas mediante marcadores AFLP. Se utilizarderrales de los tipos raciales
ancho, guajillo, serrano y jalapefio. Se partio derdzas progenitoras intra e inter-
raciales y con ellas se formaron tres poblacionia-raciales P-SXS, P-JXJ, P-GXG
y cuatro inter-raciales P-JXS, P-GXJ, P-GXS, inehgo la inter-racial macro P-
AXGXJXS, de acuerdo con la técnica de recombinad@&mominada por Marquez
(1994) cruzas mesofraternales con mezcla de pdélsta parte se realizo en el
invernadero No.8 de la Universidad Autbnoma Agraadonio Narro, en Saltillo,
Coahuila, México.

La parte molecular se desarrollo en el Centro idéeBnologia Gendmica del
Instituto Politécnico Nacional (CBG-IPN), en Reyap3amaulipas. Se extrajo el
ADN de 15 plantas jovenes por poblacion, se utilizénetodologia de Dellaporéh
al., (1983) con minimas modificaciones, en el lalwratvegetal Il del CBG. Los

marcadores se efectuaron siguiendo el protoco(oeet al., 1995).



Con los datos generados por AFLP, se obtuvo ura deslatos de 203 loci
obtenidos de cuatro combinaciones, esta informas®nitilizo para determinar el
indice de diversidad, mediante la formula de Powtedl., (1996), para conocer el
indice de diversidad de las siete poblaciones. r®®néré6 que la poblacién P-
AXGXJXS fue la que tuvo mayor variabilidad con Q.48guida de P-GXG con
0.40.

En el andlisis de varianza molecular (AMOVA) seariraron diferencias
significativas (p<0.0001), tanto entre poblacionemo dentro de poblaciones, con
un porcentaje de variacion de 37% y 63% respectwden Esto indica una relacion
estrecha entre las siete poblaciones.

Las distancias genéticas de las poblaciones sell@ado por el método
propuesto por (Nei y Li, 1979), usando el paquetesaftware PHYLIP Version 3.6
(Felsenstein, 2005). La matriz de distancias gelasrae utilizo para producir un
dendograma por medio del método UPGMA (Método depgniento de pares no
ponderados con medias aritméticas). Se encontrGed@maron dos grupos: en el
primero se encontraron las poblaciones P-AXGX JXSGXG, y fue en este donde
se encontraron las poblaciones mas heterogéneasgehdo grupo a su vez se
dividio en tres subgrupos: en el primero se emoéold poblacion P-GXS; en el
segundo P-JXJ, P-GXJ y en el tercero P-JXS y P-E&(Sel segundo grupo las
poblaciones fueron mas homogéneas.

La formacién de poblaciones mediante la recombimade dos o més tipos
raciales incrementa la variabilidad genética y hase apropiadas para realizar
mejoramiento poblacional por seleccion recurretépendiendo de los tipos raciales

involucrados.



ABSTRACT

Formation of populations of chili pepper Capsicum annuum L.) for recurrent
selection and characterization by means of marker8FLP

BY
REINALDO MENDEZ AGUILAR

MASTER IN SCIENCE
PLANT BREEDING

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA “ANTONIO NARRO”
BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. FEBRUARY, 2007.

Dr. Gaspar Martinez Zambrano  -Advisor-
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The present work development with the objectivefdon populations of
ample genetic base doing crosses intra and Intémtyas well as the characterization
of these by means of markers AFLP, for to begimagmam of breeding by recurrent
selection. Materials of the racial types ancho,jiioaserrano and jalapefio were
used. It was split was from 37 crosses parenta ed inter-raciales and with them
were formed three intra-raciales populations P-SRIXJ, P-GXG and four inter-
raciales P-JXS, P-GXJ, P-GXS, including inter-raamacro P-AXGXJXS, in
agreement with the technique of recombination denated by Marquez (1994)
crosses mesofraternales with mixture of pollen.sThart was realized in the
greenhouse No.8 at the Universidad Autbnoma Agraritonio Narro, in Saltillo,
Coahuila, México.

The molecular part development in the Centro ded8imlogia Gendmica
(CBG) of Instituto Politécnico Nacional (IPN), ireignosa, Tamaulipas. The DNA of

15 young plants by population was extracted, wtlseanethodology of Dellaporta

Vi



et al., (1983) with minimum modifications, in the veddtboratory of the CBG. The
markers were effected following the protocol of fvébal., 1995).

With the data generated by AFLP, was obtained date of 203 loci with
four combinations, this information was used taed®ine the diversity index, means
of formulate by (Powellet al., 1996), to know the index diversity of the seven
populations. Was found that the population P-AX&®Jwas the one that had
greater variability with 0.48, followed of P-GXG twi0.40.

In the analysis of molecular variance (AMOVA) sifigant differences
(p<0.0001) were detected, so much between popntaas within populations, with
a percentage of variation of 37% and 63% respdgtivEhis indicates a close
relationship between the seven populations.

The genetic distances of the populations were tbd by the method
proposed by (Nei and Li, 1979), using the softmaaekage PHYLIP Version 3.6
(Felsenstein, 2005). The matrix of generated dtsgsnvas produced a dendogram by
means of method UPGMA (Method of group of pairs weighed with average
Arithmetics). Was found that two groups were formiedfirst were populations P-
AXGX JXS and P-GXG in this was where it was the endreterogeneous
populations, the second group divided itself ad welhree sub-groups: in first was
population P-GXS; in second P-JXJ, P-GXJ and tiRrdXS and P-SXS. In the
second group the populations were more homogenous.

The formation of populations by means of the recotion of two or more
racial types increases the genetic variability d@indnakes appropriate to make
population improvement by recurrent selection, depgg on the involved racial

types.

Vil
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l.- INTRODUCCION

El cultivo de chile Capsicum annuum L.) pertenece a la familia de las
Solanaceas. Se considera una de las hortalizasager nmportancia econémica y
social en nuestro pais, el cual es su centro dgmry diversidad. Sus frutos son
utilizados por su sabor, pungencia, accién fartdgoca y también por su calidad en

la obtencién deolorantes.

Se ubica entre las siete hortalizas mas produadagl mundo con una
produccion de 25, 015,498 toneladas. China es sl gae presenta una mayor
produccion a nivel mundial con 12, 531,000 tonedaddéxico ocupa el segundo
lugar ya que se siembran 140,693 hectareas quaiqaodl, 853,610 toneladas
(FAOSTAT, 2006); citado por CONAPROCH (2006). Lagertaciones de chile
verde en 2003 representaron una aportacion de 430,000 dolares

(CONAPROCH, 2006).

Por lo antes mencionado, es necesario buscar ntewaas para incrementar
la produccion y ademas mejorar caracteristicasegtén relacionadas con la calidad
comercial (tamafo, color, forma, pungencia, entrasy, asi como caracteres de
interés agronomico como: altura intermedia, pretamtiy sanidad, para que los
productos que se produzcan en el pais sean dadalitetngan mas competitividad
en el mercado nacional e internacional. Una alteta&s el mejoramiento genético

para la generacion de mejores o nuevos materiales.



El mejoramiento de chile se ha realizado mediastpie@mas de seleccion
conocidos como: seleccion genealdgica, método magidescendencia de una
semilla, que utilizan por lo general dos progeesoly su progenie se somete a

endocria y seleccion continua, hasta que alcanzawotigosis total.

Sin embargo, la atencion también ha sido puesta ssguemas de seleccion
utilizados en especies aldégamas, la seleccion resder Con este método se
seleccionan y recombinan de forma ciclica, aquepitas con expresiones
fenotipicamente superiores. Permite aumentar tauémrcia de genes favorables en
caracteres cuantitativos en una poblacion, sinigersignificativa de variabilidad

genética.

A pesar del éxito logrado con la aplicacion de esmps de seleccion
recurrente para el mejoramiento poblacional en aspealdgamas como el maiz
(Hallauer et al., 1988), las experiencias en especies autégamassida poco
estudiadas, lo que puede ser atribuido a la fatewidencia empirica experimental
de sus ventajas y beneficios, asi como a la fataablaciones de chile de amplia
base genética caracterizadas, para este métodoarhaterizacion genética es un
asunto esencial en cualquier programa de mejoréamies por esto que se utilizan
los marcadores moleculares AFLP para analizar ldahiidad genética entre

poblaciones, sin efecto ambiental.

Por lo anterior se propuso realizar este trabajongestigacion, utilizando
una estrategia de mejoramiento integral, poco amigraal en este cultivo, basado
en cruzas intra e inter-raciales de varios progegst con los tipos serrano, jalapefio,

guajillo y ancho, para reunir la mas amplia vagacgenética en cada una de las



poblaciones y crear las condiciones para obtengoresevariedades de las cuatro

razas y posibles nuevas combinaciones.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivatas e hipotesis:

Objetivos

Formar poblaciones de amplia base genética aprabthen un programa

de mejoramiento por seleccion recurrente.

Metas

1. Formar poblaciones dentro y entre pares de tipomles, asi como una
poblacion-macro involucrando los cuatro tipos diéech
2. Caracterizar y analizar mediante marcadores maezsilla variabilidad

genética generada en las poblaciones.

Hipotesis

Las poblaciones formadas con la recombinacién des/arogenitores entre
tipos raciales, representan una estrategia de amejento con base en la mayor

variabilidad y diversidad genética acumulada.



Il.- REVISION DE LITERATURA

Cultivo de chile

El chile tiene una larga tradicion en la dieta almicia de la poblacion
mexicana, por lo que es uno de los ingredientesl@udentifica y ha sido muy

apreciado como condimento desde tiempos prehispa(liong, 1998).

Pertenece a la familia de las Solanaceas, juntaamate, papa, berenjena,
petunia y tabaco segun Prirgteal. (1992) citados por Martinet al. (2004). Es una
especie autbgama, monoica, de flores completasfggbes (Ramiro, 1986). Es una
planta herbacea de crecimiento determinado. Suesipivotante con numerosas
raices adventicias. La altura de las plantas \d&i@.30 a 1 m. dependiendo lde
variedades, segun lo indican Gémez y Rindermanf@5)]Titados por Vazquez

al., (2003).

Debido a la gran cantidad de tipos encontrados largp de la Republica
Mexicana y no presentes en otros lugares del mwesdoonsiderado centro de origen

del génerdCapsicum, especieéC. annuum (Baltazar, 1997).

Los estudios taxondmicos coinciden en que sorodas especies cultivadas
en Meéxico: Capsicum baccatum, C. chinense, C. pubescens, C. frutescens y C.
annuum, (Pickersgill, 1984; Pozo, 1991), de las cualda @5 la mas importante

debido a que agrupa la mayor diversidad de chitekérsgill, 1984). Esta especie



agrupa a la mayoria de los tipos cultivados en b#&»@ntre los que destacan: ancho,
serrano, jalapefio, morron, mirasol, pasilla, mylademas, presenta la mayor
variabilidad en cuanto a tamafo, forma, y colorlate frutos, los cuales pueden
variar de 1 a 30 cm. de longitud, con formas aldmgaconicas o redondas y cuerpos
gruesos macizos o aplanado. Los frutos presentaracn verde o amarilla cuando
estan inmaduros; roja, amarilla, anaranjada y/@ esf estado maduro (Mufioz y

Pinto, 1966; Pozo, 1981; Laborde y Pozo, 1982).

Se consumen en estado fresco y deshidratados s, sexaitilizado como
condimento debido a su principio picante, la capaique se localiza en la placenta
de los frutos. Es uno de los vegetales mas impedasn México, en area sembrada
y valor econémico para exportacion. La gran vadia@n climas y condiciones para
su desarrollo que va del nivel del mar hasta 168602nsnm permite tener produccion
tanto como para consumo local como para exportatidante todo el afio (Baltazar,

1997).

Mejoramiento en chile

El mejoramiento de chileCapsicum annuum L.) tradicionalmente se ha
realizado mediante esquemas de seleccion en lesscpar lo general, se cruzan dos
o cuando mucho cuatro progenitores, y la progeeiellds se somete a endocria y
seleccion continua hasta alcanzar la homocigotas (f8ozo y Ramirez, 1994; 1998).
Estos esquemas de seleccion, conocidos como selagenealdgica, método masivo
y descendencia de una semilla (Marquez, 1991)arscterizan por no recombinar,

en cada generacion, a los mejores individuos gselsecionan.



Mediante seleccion recurrente es posible aumeatdrecuencia de genes
favorables en caracteres cuantitativos en una @idblasin pérdidas significativas de
la variabilidad genética (Olmeds al., 1995), con la ventaja de que el limite de la
seleccion no ésta determinada por el genotipo de sata planta, sino por la
combinacion de genes distribuidos en un conjuntplaetas (Allard, 1960). Si bien
la seleccion recurrente no es un método nuevo derangento genético, su

aplicacion en plantas autégamas no es frecuented&a 1977).

Se trabaja con poblaciones de amplia variabilidagética, en las cuales es
posible obtener genotipos recombinantes excele(®mmage, 1977). Se ha
demostrado que este método de seleccion es efeptive el mejoramiento de
caracteres cuantitativos, tanto en plantas alogama® en autdgamas (Reysaatk

al., 1993)

Es utilizado para mejorar caracteristicas que smtraladas por numerosos
genes o cuyo efecto tiene una distribucién cudivétden lugar de binomial), o que
son altamente afectados por el ambiente en elpragpera el cultivo. La utilizacion
de seleccion recurrente en especies autofecundigende de la facilidad con la
gue se puede manipular la polinizacion manual, dielai que ésta implica altos
costos por la mano de obra necesaria y el tiemgosguocupa. También se debe
considerar la frecuencia de éxito en el procestadwuza manual y el nimero de

semillas hibridas que se obtienen como producta deiza (Juarez, 2003).

Algunos mejoradores de chile han explorado, evémerste, esquemas
poblacionales de mejoramiento por seleccion reotgreeombinados con esquemas
tradicionales, que les ha permitido incrementagfigiencia de sus programas, en la

obtencién de nuevas variedades (Pozo y Ramired, P20 y Ramirez, 1998).



La hibridacion es por lo general siempre dentrauie especie, pero se han
hecho cruzas interespecificas, sobre to@o annuum por C. chinense,
satisfactoriamente (Bosland, 1996). Las cruzas an e$pecie C. annuum
generalmente son dentro de tipos raciales, aungummocido que se practica el
cruzamiento inter-racial, eventualmente, para nagjoaracteres especificos del fruto
como tamafo en serrano y jalapefio; oquedad erejadap grosor en pericarpio en
ancho (Joshiet al., 1991) para darle valor agregado en esos cagactgue se
consideran muy importantes para incrementar elwoastanto en fresco como

industrializado.

Marcador Genético

Para que un caracter sea considerado un marcauéiaedebe mostrar una
variacion experimentalmente detectable entre Ids/iduos de una poblacion y un
modo de herencia predecible segun las leyes delélleBsta variacion puede ser
considerada a diferentes niveles biolégicos, desaebios fenotipicos heredables
significativos hasta la variacion de un solo nutte® Un marcador ideal debe ser:
altamente polimérfico o variable dentro y entreessgs, de herencia mendeliana no
epistatica (sin interaccion entre genes), inseasidl los efectos ambientales,
codominante, de rapida identificacion y simple &l de posible deteccién en los

estadios tempranos de la planta.

En los analisis gendmicos, se han utilizado vatipes de marcadores
genéticos: morfologicos, isoenzimas, proteinas fcatres basados en ADN (Picca

et. al., 2004).



Tradicionalmente, los marcadores utilizados en déssu de genética y
mejoramiento eran aquellos controlados por genescietos a caracteres
morfologicos, en general fenotipicos de facil ider#cion visual (Ferreira y
Grattapaglia, 1998), tal como color de flor, caodler semilla, forma de semilla, etc.
(Chalmerset al., 1992). Sin embargo, el bajo nimero de estos adares y la
posibilidad de interferencia epistatica 0 ambiehaitaban su uso. La revolucion en
este plano se inici6 con el descubrimiento y w@dign de los marcadores
isoenzimaticos. Los primeros marcadores molecufam®n desarrollados en los 70
y se basaron en la identificacion de proteinaenamas por electroforesis. Pero
esta técnica no es suficientemente polimérfica ddesenciar variedades o especies
proximas debido a que las proteinas son el resultiedla expresion génica, que
puede ser distinta de unos tejidos a otros, deeteg@a de desarrollo a otra, de un
medio ambiente a otro, y de una época del aficaa(Bardo, 2003). Con la llegada
de las técnicas modernas de la biologia molecsilagieron diversos métodos de
deteccidn de polimorfismo genético directamenteivelrdel ADN, los llamados
marcadores moleculares de ADN, que en general,gpuacklerar los programas de

mejoramiento genético.

Marcadores moleculares

Son regiones del ADN que presentanag@h en su secuencia sin que,
necesariamente, se aprecien cambios sustancialéss danciones del organismo

(Montafio,et al., 2004)



Los marcadores moleculares de ADN aplicaddgacta o directamente al
mejoramiento de plantas son RFLP, RAPD, SSR y AAMRIersen and Fairbanks,

1990; Powelkt al., 1996; Cregast al., 1999).

RFLP

Este fue el primer marcador DNA (Batstt al., 1980), esta basado sobre la
deteccién de variaciones en longitud de fragmed®sestriccion de secciones de
ADN especifico entre individuos, a partir de lagemgcia o ausencia de sitios de
restriccion (Zidenga, 2004). Son de herencia dom@ausan una minima cantidad
de ADN y detectan un gran numero de loci (50-10f)) neaccién (Becerrat al.,

2001).

RAPD

Los marcadores generados por RAPD psoducto de una reaccion de PCR
utilizando primers cortos con una secuencia aratna en condiciones de reaccion
de baja astringencia (Monta@bal., 2004). La técnica es rapida, técnicamente facil,
y requiere poco material. Una de la principal ventde los analisis RAPD, en
contraste a muchos otros protocolos basados en, RSRque no requiere
conocimiento previo de la biologia molecular dejasismo bajo estudio (Khan and

Spoor, 2001).

Microsatélites o SSR

Son secuencias repetidas de dos a cinco basemotididas. EI numero de
repeticiones puede variar por lo que las diferengcipolimorfismo se detecta por una

diferencia de tamafo. La técnica se basa en angdifin por PCR de la regién que
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conoce las secuencias repetidas. Para lograrltilgam primers especificos de las
regiones que flanquean la regiéon donde se encueldsamicrosatélites. Asi, las
diferencias son observadas por el tamafio de ladupros de PCR, después de su

separacion en geles de electroforesis de altauaéal (Montaricet al., 2004)

AFLP

Por su alto grado de resolucion, védidatl y reproducibilidad se ha
convertido en la herramienta molecular mas adecymta establecer la huella
genética de cualquier origen o complejidad, anatlpasimultaneamente muchos loci
y detectando un mayor niumero de marcadores de Afh@rfico que cualquier
otro medio basado en la PCR. Ademas no requieoeniiaicion previa de secuencia

de ADN (Voset al., 1995).

El método de AFLP se basa en la ancplifion selectiva de fragmentos de
ADN genomico digerido con enzimas. En forma genesaADN es incubado con
dos endonucleasas o enzimas de restriccion queiggndragmentos de diferentes
tamafnos. Para AFLP comunmente se useoRI, Asel, Hind Ill. Apal y Pstl, las
cuales requieren de 6-8 bases en secuencia espqgudiia poder hidrolizar, lo que
genera fragmentos muy grandes debido a la bajadnet de estos sitios de corte.
Para aumentar el nUumero de cortes, por otro ladaligestion se lleva acabo en
combinacion con otra enzimdgel 6 Tagl) que solamente necesita cuatro bases y
que, por lo tanto, genera mayor numero de fragnselio ambos casos, las enzimas
tienen alta especificidad, garantizando la reprinlidad del patrén de fragmentos

de ADN.
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A los fragmentos generados se les acopla unadaptadores”
(oligonucledtidos sintéticos) de doble cadena,@8&0pb, en los extremos utilizando
la enzima T4 ADN ligasa. Estos “adaptadores” dei@ecia conocida, son utilizados
para amplificacion por PCR, utilizando primers céenpentarios. Los primers
contienen ademas una extension de 1 a 3 nucle@nlad extremo 3' y se marca
radioactiva o fluorescente. Con estos primers, nsetde se amplificaran los
fragmentos que contengan los nucleétidos extragmas de aquellos del
“adaptador”. Esto permite llevar a cabo la ampifion bajo condiciones
astringentes, dandoles selectividad y reproduddoili al método. Los productos
amplificados son separados en un gel de poliaddany el polimorfismo se
identifica por la presencia o ausencia de una bdeterminada (Vost al., 1995);

citados por Montariet al., (2006).

En algunos casos el nimero de bandamiggrande y no permite el analisis,
0 no es confiable. Por eso, se ha propuesto qidedd es amplificar entre 50 y 100

fragmentos por cada juego de primers (Blehss., 1998; Vot al., 1995).

La Unica desventaja de AFLP es la difédd para discernir co-dominancia.
Es decir, un locus homocigoto (AA) y uno heterotig@Aa) pueden verse iguales,
ya que A es amplificado y se aprecia una bandanebos casos. Para poder
distinguirlos se requiere un equipo altamente bémsi/o software especializado

(Moenet al., 2004c).
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Aplicaciones de marcadores moleculares ADN

Los marcadores moleculares han servido camse para la identificacion de
especies, de cepas, de hibridos, andlisis de wladrs recursos genéticos,
determinacion de paternidad, mapeo gendmico coitagpnes en genética de
poblaciones, biologia evolutiva, ecologia molecuignética conservacionista ( Liu
y Cordes, 2004). En la deteccion de diferencia®iigas entre especies de planta
estrechamente relacionada o diferencias entre gohks o variedades de una
especie (Cerverat al., 1998; Hill et al., 1996; Lolet al., 1999; Milbourneet al.,

1997; Paran, Aftergoot, and Shifris, 1998; Yamanabti. 1998).

Trabajos relacionados con marcadores moleculares ahile

En lo que respecta al desarrollo y utilizacidon deraadores moleculares en

chile.

Garciaet al., (2002) estimaron distancias genéticas entreasirde chile
serrano usando marcadores RAPD vy lo relacionaran hegerosis. Con RAPD
produjeron 53 marcadores con solamente siete @winam la interpretacion de los
resultados encontraron que la correlacion entredfiiz de distancias genéticas y la
matriz de heterosis fue baja (r = 0.3281) y noigativa, es decir, las distancias

genéticas entre lineas parentales no esta relazaun la heterosis de sus hibridos.

Herndndezet al., (2001a) analizaron a través de analisis isoessih0
poblaciones silvestres y tres domesticadas de adlenoroeste de México, y

encontraron que los niveles de variacion genétioeroh altos en todas las
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poblaciones y de esta la mayor variacion fue ligerste dentro, que entre
poblaciones. Estas poblaciones también variaroncipalmente en morfologia,
germinacion de semilla y en resistencia contra gemiis PHV, un patégeno para el
cual ninguna de las variantes comerciales es eesist(Hernandezt al. 1998,

2001b, c).

Hernandezt al., (2004) estudiaron la estructura y la variaciéndaica de
quince poblaciones silvestrgs. @nnuum var. dabriusculum) comunmente llamados
chiles chiltepines y tres domesticadas de cl@igpgicum annuum) de tipo serrano,
jalapefio y morrén, con izoenzimas y RAPD. El a&mglcon isoenzimas indicé que
el porcentaje de loci polimorficos (P) fue de 9¢.884.6 para las poblaciones
silvestres y domesticadas, respectivamente, asimanisncontraron que ambas
poblaciones mantienen niveles de variacion gendicalares, mientras que los
valores de diversidad genética promedio, estimadasRAPD (considerando todas
las poblaciones) fue ligeramente mayor en las pabilas silvestres a la encontrada
en domesticadas. Sus resultados sugieren que eéswode domesticacion ha

producido una erosion genética pequefia en lovards modernos de chile.

Guzménet al., (2005) evaluaron la diversidad genética de Besiones de
chile (Capsicum spp.) mediante AFLP. Las primeras 34 fueron cotlgaen
traspatios en la parte de Alta Verapaz, Guatemalatrgs accesiones fueron
seleccionadas de la coleccion nacional de germmpl&x situ representando la
diversidad de otras 12 partes de Guatemala. HI detanuestras estudiadas quedo
compuesta por 24 accesiones semicultivada€danpuum var. annuum (Diente de
Perro y Pico de gallina) ¥. annuum var. glabriusculum (Chiltepe y Chiltepe

Grande)], tres accesiones @epubescens, una accesion dé. frutescens, una deC.
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chinense, y 45 accesiones de. annuum cultivado. Mediante AFLP obtuvieron 68
bandas polimorficas con tres combinaciones de psim@ompararon la diversidad
genética de accesiones de la coleccion nacionbhdeo de genes contra accesiones
obtenidas de traspatios y encontraron poca difexezrc términos de la diversidad
genética total (4%), lo que les permitio concluireda diversidad genética que se
encuentra en traspatios de Alta Verapaz es repedsendel total de diversidad

genética d€apsicum en Guatemala.

Oyama et al., (2006), determinaron los niveles de variacion teaeéy
estructura genética de 15 poblaciones silvestragsy domesticadas deapsicum
annuum mediante marcadores RAPD. Encontraron un 34.2%alienorfismo en
poblaciones silvestres y 34.7% en domesticadassi@enando todas la poblaciones,
la diversidad genética total en poblaciones sitesstue ligeramente superidtii(=
0.165) que en domesticadabklT(= 0.131). El analisis de varianza molecular
(AMOVA) indico que el total de la diversidad gemaétifue igualmente distribuido
dentro (48.9 y 50.0%) y entre (50 y 51.1%) poblaegen ambas muestras silvestres
y domesticadas. Al comparar los dos tipos antescimeados, se encontré una
variacion del 17.19%, p<0.0001. Con los resultadbtenidos sugieren que la
diferenciacion puede estar asociada con la donaegiit, asicomo por el diferente
origen de pools de genes de las salvajes (Noraesfdéxico) y cultivadas (mas

probablemente Centro de México).



lll.- MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realiz6é en el invernadero8\de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro, en Saltillo, Coahuila, dutarel periodo comprendido de

2003 a 2005. Se llevo a cabo de la siguiente forma.

Se parti6 de semillag Bbtenidas de un disefio de cruzas dialélicas gntre
dentro de los tipos raciales ancho (A), guajillg,(falapeno (J) y serrano (S). Se
utilizaron cinco materiales de cada tipo racial GA,J y S) los cuales son variedades
comerciales actualmente en uso y lineas experitesrdal INIFAP.

Para formar las poblaciones se hizo reconshiinade las progenies de la
siguiente forma:

Poblaciones intra-raciales. El 20 de Febrero de 2004 se establecieron enaéamp
progenies dialélicas de cada tipo racial y al mdmete la floracion se eligieron
cuatro de la misma raza y se hizo una recombinamitne ellos. De los cuales dos se
utilizaron como hembra y dos como macho (Cuadry. && emascularon botones
florales de las plantas elegidas como hembra ygeid# se polinizaron en cada tipo
racial. El amarre de los frutos se observo a |d&s§, los cuales cuando llegaron a la
madurez fisioldgica se cortaron, se secaron atls@nte tres dias y después se les
extrajo la semilla. Se utilizaron 150 semillas dea uno de los dos materiales y se
hizo un compuesto balanceado [De acuerdo con daic& de recombinacion

denominada por Marquez (1994) cruzas mesofratexr@a mezcla de polen], se
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obtuvo en total tres poblaciones intra-racialesaaath formada por 300 semillas (P-
GXG, P-JXJ, y P-SXS).

Poblaciones Inter-raciales.El 03 de Abril de 2004 se establecieron en camago |
progenies dialélicas de las cuatro razas mencignadtgeriormente, en la etapa de
floracion se eligieron cuatro materiales pero @staentre tipos raciales y se siguio
la misma metodologia mencionada anteriormente. tAsibién, se obtuvo una
poblacion en la que se involucraron todos los radésr inter-raciales donde
intervinieron las cuatro razas y se hizo una redéoaddn de todos ellos,
utilizandose la misma técnica (Cuadro 3.2). Enl s#abbtuvieron cuatro poblaciones
inter-raciales P-GXJ, P-GXS, P-JXS y la inter-rlmiacro P-AXGXJXS.

El manejo fue el mismo para todos los malesi Se hicieron fertilizaciones
foliares en cada una de las etapas fenoldgicas plarhita con grofol 20 30 10 (6gr/l).
El riego se realiz6 cada 5-7 dias dependiendosdedadiciones climaticas.

Se tuvieron problemas principalmente conaoiéay se controlé con Rali 40

w (2 gr/l), y con arafia roja el producto que skzdtifue Agrimec (1 mi/l).

Cuadro 3.1Progenitores utilizados para formar poblaciongsiraciales.

No. PROGENITORES
% 3

[Guajillo Zacatecas J|(&[Guajillo Zacatecas 2 (G*)]
[Guajillo Zacatecas 2](&[Guajillo INIFAP (G)]
[Guajillo San Luis (R[Guajillo INIFAP (G)]
[Guajillo INIFAP (G)] pGuajillo-Puya-Salitrillo (G)]
[Don Pancho (J)] x [@GhiL0-19 (I)]

[Chijal 10-19 (J)] x [Ddenito (J)]

[Don Benito (J)] x [CHim Chiapas Largo (J)]

[Criollo Chiapas Largh](x [Chijal EB-13 (J)]
[Gigante Ebano (S)] *h[€er P8-60 (S)]

[Chiser P8-60 (S)] x [64 16-31 (S)]
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Continuacion del Cuadro 3.1

11 [Chiser 16-31 (S)] x [Bi@o (S)]
12 [Paraiso (S)] x [Tampifo&4 (S)]
*G=Guajillo J=Jalapefio S =Serrano

Cuadro 3.2Progenitores utilizados para formar poblacionésriraciales.

No. PROGENITORES
1 [AP 9%-6 (*A)] x [GudﬁigZacatecas 1(G)]
2 [AP 99-6 (A)] x [Don Rao (J)]
3 [AP 97-24 (A)] x [GuagitPuya-Salitrillo (G)]
4 [AP 97-24 (A)] x [ChijaD-19 (I)]
5 [Ancho Saltillo 79-4 (&) [Don Benito (J)]
6 [Carmin 6-1 (A)] x [Ddtancho (J)]
7 [AM 97-47 (A)] x [Gudjil Zacatecas 1 (G)]
8 [AM 97-47 (A)] x [Don Béo (J)]
9 [Guajillo Zacatecas J](&[Chijal 10-19 (J)]
10 [Guaijillo Zacatecas 1](8)Gigante Ebano (S)]
11 [Guajillo Zacatecas 2](&)Chijal 10-19 (J)]
12 [Guajillo Zacatecas 2](&)Chiser P8-60 (S)]
13 [Guajillo San Luis (G)[Ron Benito (J)]
14 [Guajillo San Luis (G)[&hiser 16-31 (S)]
15 [Guajillo INIFAP (J) ][Criollo Chiapas Largo (J)]
16 [Guajillo INIFAP (J)] *Ppraiso (S)]
17 [Guajillo-Puya-Salitril{&)] x [Don Pancho (J)]
18 [Guajillo-Puya-Salitril{&)] x [Chijal EB-13 (J)]
19 [Guajillo-Puya-Salitril{&)] x [Tampiquefio 74 (S)]
20 [Don Pancho (J)] x [Gigaibano (S)]
21 [Chijal 10-19 (J)] x [Gleir P8-60 (S)]
22 [Don Benito (J)] x [Paai(S)]
23 [Criollo Chiapas Largg]([Paraiso (S)]
24 [Chijal 10-19 (J)] x [Gigte Ebano (S)]
25 [Chijal EB-13 (J)] x [Tanquefio 74 (S)]

*A =Ancho G =Guaijillo J =Jalapefio S =Serrano
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Caracterizacion de las poblaciones mediante marcades genéticos moleculares

El 01 de Agosto de 2005, del material establecidcharolas de polietileno,
se tomd muestras para extraccion de ADN para ehdento de AFLP de acuerdo
con (Voset al., 1995). Con los datos de marcadores molecularestsaagon el
indice de diversidad (Powekt al., 1996) y las distancias genéticas de las
poblaciones como la describe (Nei vy Li, 1979)cual se utiliz6 para obtener un

dendograma por el método UPGMA.

Extracciéon de ADN

Se sembraron 300 semillas por poblacion en chad#agolietiieno de 200
cavidades, cuando las plantas tuvieron las primeogss verdaderas, se tomaron
alrededor de 30 plantas de cada una y las mudsti@m®s de aproximadamente 0.4
— 0.6gr se colocaron en bolsas ziploc, se etiquetgrse trasladaron en hielo al
Centro de Biotecnologia Gendmica ubicado en Reynbmaps. para la extraccion

de ADN.

El ADN se obtuvo de 4-5 hojas meristematicas. kait@a utilizada fue la de

Dellaportaet al., (1983) con minimas modificaciones.

Se puso a calentar un bafio maria hasta 65 °C.iSered1l ml de Buffer de
Extraccion a tubos eppendorf. Se congelé de 0.2g0.4le material vegetal en
nitrdgeno. Se molid este material hasta tener Uvodo de color blancuzco, para
ello se adiciond pequefias cantidades de nitrégeg@nsconveniencia, se paso este
polvo a los tubos con Buffer extraccion, se tapagitd firmemente unas cuatro 6
cinco veces y se colocaron en el bafio maria a 0f@Q0 minutos, se sacaron y se

les afiadié 330 de acetato de potasio 5M, se agitdé suave porrsiee y se
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colocaron en hielo por 30 minutos. Después seriteva centrifugadora a 13,000
rpm por 12 minutos. Se filtr0 el sobrenadante pneerge de la centrifugacion a
través de una tela magitel estéril a tubos nuevdsespués se les agregd pDAe

isopropanol enfriado a —20 °C y se dejaron engefacion toda la noche, para

potencializar la precipitacion de ADN.

Al dia siguiente los tubos eppendorf se colocaronire centrifuga a 13,000
rom durante 8 minutos, se elimind el sobrenadantgqugdd en el fondo el
empastillado (ADN), después se agrego 20fe solucion para diluir, se agito bieny
a continuacion se agreg@lsde RNAsa a una concentracion delinl, se agito
suave y se llevd a thermomixer (modelo 22331 s8rid5 020617) durante 40
minutos a 37 °C, después se le agrego 2@ fenol+cloroformo+acido isoamilico
(24:25:1), enseguida se llevo a vortex por 1 nmamgcurrido el tiempo, se colocé de
nuevo en una microcentrifiga a 13,000 rpm durantei®utos. Se eliminaron los
residuos, se extrajo solo ADN con mucho cuidade pasaron a otros tubos nuevos
a los que ya contenian A0de acetato de sodio 3M y 2Q0Dde isopropanol, se agitd
por inversion suave y se dejé por una hora engesficion a —20° C. Pasado el
tiempo antes mencionado se centrifugo a las reworias y al tiempo anteriormente
mencionados y enseguida se eliminé el sobrenad&seadicionaron 2Q0 de
ETOH al 70% y se agito, se volvid a centrifugartdegaso se repitio 3 veces).
Después se colocd en thermomixer durante 10 miratdS °C para eliminar el

100% de ETOH y finalmente se le agregqulle TE 1X y se guardé a —20 °C.
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Marcadores genéticos moleculares

La deteccion de polimorfismo fue mediante AFLP ifpokfismo en la
longitud de fragmentos amplificados) de acuerdo (&ws €et. al., 1995). Se realizé

en el Centro de Biotecnologia Geondmica en Reyri@saps.

Para ver la cantidad y calidad de ADN se corridenmuestras en gel de

agarosa al 1%, y se vio el gel en un transilumin&ide Parmer.

Digestion-ligacion del ADN

La digestion se efectio con muestras de ADN a aneemtracién de 170 ng/
ul. Después de pruebas realizadas para ver el dertas enzimas en geles de
agarosa al 1%. Se coloc6é 3uBde ADN diluido de cada muestra en una placa para
PCR bajo un arreglo previamente determinado, yeseglegaron 17.gl de agua
milli-q y 4.5 ul de la mezcla compuesta con los reactivos (Cu&dB) a cada
reaccion. Para efectuar la reaccion se incub6°€33or dos horas y media y 15 min
a 70 °C para inactivar la enzima en un termocicla@eneAmp®PCR System 9700-

032. Después se sacaron los tubos del termocicjesalmacend a 4 °C.

Cuadro 3.3Mezcla para digestion.

Reactivo Volumen
ADN (170 ngful) 3.3l
EcoRI (10 Ujul) 1.l
Tru 91 (10 Ufl) 1.0l
Buffer RL 2ub
Agua Milli-q 17,2
Total 250 por reaccion
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Después de haber digerido el ADN, se realizo clign de los adaptadores.
La secuencia del adaptaddicoRl fue 5- CTCGTAGACTGCGTACC-3/3-
AATTGGTACGCAGTC-5; 'y la del adaptador Msel fue 5'-
GACGATGAGTCCTGAG-3/3-TACTCAGGACTCAT-5. A los tuws que
contenian la mezcla de digestion mencionada antegitte, se les aplico la mezcla
de ligacion. (Cuadro 3.4). Posteriormente se incald® °C por dos horas, en el
termociclador. Por ultimo se sacaron los tubos P&R y se llevaron a refrigeracion

a-20°C.

Cuadro 3.4 Mezcla para ligacion.

Reactivo Volumen
AdaptadoMsel 1.0l
AdaptadorEcoRl 1.ql

T4 ADN ligasa 1.0

ATP (10mM) 10

Buffer RL (10X) 1,0

Agua Milli-q 0

Total 104 por reaccion

Pre-amplificacion y amplificacion selectiva

Para la pre-amplificacion se utilizaron los inidegs  ECORI+A
5’AGACTGCGTACCAATTCI/A-3) y Msel+C (5-
GACGATGAGTCCTGAGTAA/C-3"). Se colocaron 28 de ADN digerido-ligado
(diluido 1:60), mas 23.5ul de la mezcla para la reaccion de pre-amplifiaacio

(Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.5Mezcla para pre-amplificacion.

Reactivo Volumen
Msel + C 16
EcoRI + A 1,6
Buffer PCR (10X) 218
dNTPs (10 mM) 210
Taq DNA polimerasa (5 Ull) 0.20ul
Agua Milli-q 14,8
ADN de la ligacion (Diluido 1:60) 2.pl
Total 254 por reaccion

La pre-amplificacion se efectué en el termociclad@jo el siguiente

programa (Cuadro 3.6).

Cuadro 3.6 Programa para pre-amplificacion.

Ciclos Temperatuf&L Tiempo (minutos
72 2.0
94 0.3
1 56 1.0
72 1.0
94 0.3
20 56 1.0
72 1.0
1 4 00
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La combinacién de oligonucleotidos para la amg@dion selectiva fue
EcoRlI + 3 (5-GACTGCGTACCAATTC/ACA-3) yMsel + 3 (5-
GATGAGTCCTGAGTAACTG-3'). Se aplicaron 3.0 de ADN Pre-diluido, mas

12.0ul de mezcla para la reaccion de amplificacion (Co&d7).

Cuadro 3.7 Mezcla para amplificacion selectiva.

Reactivo Volumen
Msel + 3 Qb

EcoR| + 3 Qb

Buffer PCR (10X) 1ub

dNTPs (10 mM) Oudt

Taq DNA polimerasa (5 Ull) 0.15ul

Agua Milli-q 8.8b

ADN Pre-diluido 3u0

Total 15u0por reaccion.

Para las amplificaciones selectivas se utilizaronc@mbinaciones de

iniciadores (Cuadro 3.8)

Cuadro 3.8Combinaciones de primer.

No. Combinaciones
1. E-ACA M-CTG
2. E-AAG M-CAG
3. E-AAG M-CAC
4. E-AAG M-CAA
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Electroforesis en gel de poliacrilamida

Los vidrios que se utilizaron para entre elloscgplel gel, se lavaron primero
con agua y jabon tres veces y después se les apdindl absoluto al 70%. Al vidrio
con muescas se le aplicé 1ml de diclorometilsilantoda la superficie del vidrio,
dentro de una camara de extraccion, después daitacdn se dejaron pasar 10
minutos y con una toalla de papel sanita con etalpebluto se limpié con cuidado el
vidrio para quitar el exceso del producto. Al otidrio, este sin muescas, también
dentro de una camara de extraccion se le apliconuezcla (950 pl de etanol
absoluto, 50 pl de agua milli-q, 1ul de acido acgtPul de bind silano) y se dejo
cinco minutos, transcurrido este tiempo se limpi@eeso con etanol absoluto al
70%. Los vidrios se empalmaron y se colocaron wsemaradores en medio vy
alrededor de los vidrios se colocaron unos sujetsdoara que estos no se movieran
y se les aplico con la ayuda de una jeringa ekbelial contenia 65 ml de acilamida
al 6%, 400 ul de persulfato de amonio al 10% y U@autemed, con mucho cuidado
para evitar que se formaran burbujas; una vez tbehai la aplicacion se colocé un
peine para formar pozos donde se iban a cargamiestras y se dejo gelificar

durante una hora veinte minutos.

Una vez transcurrido el tiempo antes mencionadyelese precorrié en una
camara de electroforesis vertical (Owl®, modelo )S&8 amortiguador TBX (100
ml de TBE 10X + 900 ml de agua milli-q) hasta esitedr la resistencia a 45 mA.
Cabe mencionar que con una jeringa se aplicé agonadbr en la parte inferior de
los vidrios evitando que se formaran burbujas lagrarte inferior con la punta de la

jeringa se limpiaron los pozos para asegurarselgd®N corriera bien.
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A cada una de las muestras amplificadas (15 polapidin) contenidas en
tubos para PCR se les agregd 5 pl de buffer deacdogmamida 98%, azul de
bromofenol al 0.05%, xilen-cianol 0.05% y EDTA 10Mny después se
desnaturalizaron a 94°C durante 4 minutos en mlaeclador, pasado el tiempo se

sacaron la muestras y se colocaron en hielo.

Ya con el gel precorrido, se aplico 3 ul de marcaldopeso molecular (25 bp
DNA Ladder, Gibc6) en el primer pozo, con mucho cuidado para que pasara a
los otros pozos, y después se empezo a aplicar 86 cada muestra en cada uno de
los pozos, hasta cargar las 105 muestras, 15 fmagqon (esto se hizo por partes
por el numero de pozos de que se disponia). Fiminie electroforesis se realizo a
2000 V por aproximadamente tres horas y media. BEsseno procedimiento se
realizd en las cuatro combinaciones ACA/CTG, AAGEAAAG/CAC, y

AAG/CAA.

Revelado de los productos amplificados

Lo primero que se hizo fue quitar los sujetadoresparadores y meter en la
parte inferior una espatula y hacer presion codatlo para separar los vidrios, el
que contuvo el gel se colocé dentro de una chamiauna mezcla (200 ml de acido
acético + 180 ml de agua deshionizada- milli-q),chearola se colocé sobre un
agitador marca orbit shaker, modelo 3520 durant@ip@tos. Después el gel se paso
a otra charola con agua deshionizada-milli-q y g@alurante dos minutos treinta
segundos (este paso se hizo tres veces). Luega segolocd en otra charola con
(Silver nitrato + formaldehido + 2000 ml de agudlimi) sobre el agitador durante
treinta minutos. Enseguida se lavdo con agua deghida-milli-g durante 6

segundos. En otra charola se agrego (litro y mddiagua milli-q fria (4 °C) + un
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litro de agua milli-q a temperatura ambiente + oagto de sodio + una ampolleta de
formaldehido + 400 pl de theosulfato) y se coldoddrio con el gel y se comenzo a
agitar y cuando las bandas fueron visibles, sevddtureaccion al aplicar (200 ml de
acido acético + 1800 ml de agua deshionizada-mjijlia continuacion se lavé
durante dos minutos y medio, posteriormente se degar el gel a temperatura
ambiente durante dos dias y transcurrido este tesepinicio con la interpretacion

de las bandas.

Analisis genético

El polimorfismo que se detectd en las cuatro coaddones de iniciadores
AFLP se determind en base a la presencia o ausdadmandas, donde el 1 se le
asignd a la presencia y el 0 a la ausencia de.eblaa vez terminada la
interpretaciéon en el gel de acrilamida se hizo hase de datos basandose en0y 1y
esta se utilizé para determinar el indice de ditatsmediante la formula ID =1i-p,
donde pi es la frecuencia del alelpan este caso, cada alelo individual se considera
locus Unico y a su vez un fragmento de amplifica¢®owellet al., 1996). Mediante
el programa Gendist se obtuvo las distancias ga®eentre las siete poblaciones
(Nei y Li, 1979), usando el paquete de software PIYversién 3.6 (Felsenstein,
2005). La matriz de distancias generadas se uplza producir un dendograma por
el método UPGMA (Método de agrupamiento de pareparalerados con medias
aritméticas). Asi también la matriz de ceros y unesusada para calcular el andlisis

de varianza molecular (AMOVA).



IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

Formacion de poblaciones

En la formacién de las poblaciones, siete se obtamide forma satisfactoria.
Tres intra-raciales P-SXS, P-JXJ, P-GXG y cuatterinaciales P-JXS, P-GXJ, P-
GXS, vy la inter-racial macro P-AXGXJXS. En las gse involucraron los tipos
raciales ancho, las P-AXG y P-AXS estas no se powlisormar porque al hacer las
cruzas correspondientes estas no prendieron y easel de P-AXJ la cantidad de
semilla obtenida fue poca, ademas se tuvo problesrasa germinacion por lo que

no fueron incluidas en este estudio.

Estos problemas también lo reporta Robledo (2003)aeer cruzas inter-
raciales que incluian progenitores del tipo raaiatho. La explicacion pudiera
deberse a problemas de adaptacion de este tipal, rparticularmente con los

factores climéaticos locales.

Anélisis AFLP

Con las cuatro combinaciones de iniciadores AFLRmsplificaron un total
de 203 productos de los cuales 134 fueron polimwsfiesto represento el 64.9 %
(cuadro 4.1). Este porcentaje, es alto en comparaain los resultados obtenido con
AFLP en 34 accesiones de chile por Paearal., (1998) con 13% de bandas

polimorficas. Sin embargo, en un trabajo realizado Hernandezt al., (2004) en
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poblaciones domesticadas las cuales pertenecidamndhiles tipo serrano, jalapefio
y morrén, reporta en el analisis con izoenzima$%®4de loci polimorficos. Las

diferencias encontradas en dichos trabajos posérirse debe a que en el primer
trabajo se utilizaron cultivares comerciales déegipior eso fue bajo, mientras que en
el segundo se trabajo con poblaciones y esto pérmjite se encontrara mayor

polimorfismo.

Cuando se trabaja a nivel molecular, el polimorGsjuega un papel muy

importante, ya que esta relacionado con la vaiikzall

Cuadro 4.1Productos amplificados por combinacién mediante RFL

Combinacion Productogpéficados Polimorfismo
AFLP Monomorficos Pobrficos Total (%)
EcoRI/Msel

ACA/CTG 11 32 43 74.4
AAG/CAG 16 39 55 70.9
AAG/CAC 21 18 39 46.2
AAG/CAA 21 45 66 68.2
Total/Media 69 134 203 64.9

En el andlisis de varianza molecular (AMOVA) seaniré diferencias
significativas (p<0.0001), tanto entre poblacionemo dentro de poblaciones, con
un porcentaje de variacion de 37% y 63% respectiviaen(Cuadro 4.2). En un
trabajo realizado por Hernandet al., (1998) usando RAPD se encontré que en
poblaciones domesticadas existe mayor variacioralete poblaciones (51.12%)
qgue entre poblaciones (48.88%). Esto indica unacid@h estrecha entre las siete
poblaciones. Hernandet al., (1989); Parast al., (1998) mencionan que materiales

silvestres y domesticados de chile mantienen bayades de variacion.
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Cuadro 4.2 Andlisis de varianza molecular (AMOVA) de poblagsnde chile

mediante AFLP.

Fuente de g.l. Suma de Coreptes Porcentaje de P
Variacion cuadrados  dearma variacion

Entre 6 933.857 9.31823 37.00 <D
poblaciones

Dentro de 98 1555.200 15.8693 63.00 < 0. 0001
Poblaciones

Total 104 2489.057 a2

Los resultados obtenidos en la poblacidn intraataiSXS muestran que se
obtuvo un indice diversidad media de 0.33 el cadfeal al de la cruza inter-racial
P-JXS, pero menor a la poblaciéon P-GXS con un (C8@dro 4.3)

Estos datos muestran que al formar poblacionesratéles se puede ganar
variabilidad, pero depende de los tipos raciales g1 involucren, porque para el
caso de la poblacion inter-racial P-GXS hubo unzageia de 3% de variabilidad,
esto puede ser debido a que en el tipo racial llguagjp se ha hecho mucho
mejoramiento, lo que ha permitido conservar mayoiabilidad, lo contrario sucede
con P-JXS que debido a que en los tipos racialapgéo y serrano se ha hecho un
poco mas de mejoramiento, principalmente en esitaajllo que no permitié que la
poblacion entre tipos (P-SXJ) fuera mayor a la @oibh dentro de tipos (P-SXS).

Por otra parte P-JXJ tuvo un indice de diversida@.d8 el cual fue menor en
comparacion con las poblaciones inter-raciales 8-d¥n 0.33 y para P-GXJ 0.32
habiendo una diferencia, en este caso la ganarei@adabilidad de 5 y 4%
respectivamente al formar las poblaciones entos tfEuadro 4.3).

Estos datos concuerdan con lo que reporté Baltél@®7), en estudios

mediante andlisis isoenzimaticos. Indica que existriacion genética a nivel de
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proteinas entre las especiésannuum, C. pubescens, C. frutescens y C. chinense,
sin embargo observlo poca variacion dentro de lesstide una misma especie.
Dentro deC. annuum determino la diversidad genética por isoenzimasosdipos
serrano Yy jalapeno.

También Hernandeet al. (2004), utilizando marcadores RAPD, reportaron
gue en poblaciones domesticadas que pertenecidosrchile tipo serrano, Jalapefio
y morrén, la diversidad genética en estas, es meomparada con poblaciones
silvestres de chile comunmente llamados chiltepiBes resultados sugieren que el
proceso de domesticacion ha producido una erosgmetiga pequefia en los
cultivares modernos de chile.

La poca variacion en estos dos tipos raciales dugue no permitié que al
formarse poblaciones entre tipos raciales, se auv poblaciones con mayor
variabilidad genética aun involucrando varios proigees.

Lo contrario sucedié en la P-GXG quien en térmidesvariabilidad solo
quedo por debajo de P-AXGXJXS con una diferenciaatéacion de 8%. Esto se
pudo deber principalmente a que en el tipo radjip es donde se ha hecho
menor mejoramiento genético, por ende ha consergadwariabilidad (Ramiro,
1992: 2001).

Finalmente la que, de las siete que se analizarediamte andlisis AFLP
mostré mayor variabilidad fue la inter-racial ma&@eAXGXJXS con un indice de
diversidad media de 0.48 que tiene una ganancieagbilidad de 20% comparada
con la poblacién P-JXJ que tuvo menor variabili@ddadro 4.3).

En la ganancia de variabilidad en esta poblacidatridguye que los que mas
aportaron fueron los progenitores del tipo racisjdjo, por lo antes mencionado,

aqui también pudo haber influido el tipo racialtemc
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En las poblaciones obtenidas mediante cruzas gpt® raciales fue donde
mayor variabilidad se gano, con excepcion de la spidorm6 mediante cruzas
dentro de tipos raciales la cual fue P-GXG, sin angb la variacion genética
generada en la mayoria de estas poblaciones, ratdjese asume que se debid a lo

emparentados que estan los tipos raciales.

Cuadro 4.3 indice de diversidad genética de poblaciones de can base en la

formula de (Powelét al., 1996).

Poblaciones Combinaciones *|.D.
media
ACA/CTG AAG/CAG ABICAC AAG/CAAA
P-SXS 0.62 0.35 0.02 0.33 0.33
P-AXGXJXS 0.67 0.46 0.24 0.54 0.48
P-GXG 0.44 0.43 0.30 0.43 0.40
P-JXS 0.52 0.37 0.15 0.29 0.33
P-GXJ 0.37 0.40 0.16 0.36 0.32
P-JXJ 0.32 0.24 0.15 0.42 0.28
P-GXS 0.63 0.43 0.15 0.22 0.36

* |.D. = indice de diversidad.

Las relaciones genéticas entre poblaciones fueattuladas utilizando la
matriz de distancias genéticas (Nei y Li, 1979)nGstos datos se realizd6 un
dendograma por el método UPGMA (Figura 1). Se minéaoque se formaron dos
grupos: en el primero se encontraron las poblasidAXGXJIXS y P-GXG en
donde se encontraron las poblaciones mas hetermgy@netérminos de su indice de
diversidad. El segundo grupo a su vez se dividic@nsubgrupos: en el primero se
encontrd la poblacion P-GXS; en el segundo P-JRIGXJ y en el tercero P-JXS y

P-SXS. En el segundo grupo las poblaciones fued@nhomogéneas (Figura 1).
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A manera de discusion general, y de acuerdo cdnplatesis planteada, se
espera que la variabilidad se incremente en la daedn que las poblaciones se
forman con material mas divergente. Los resultatbossta investigacion confirman
que la mayor variabilidad se logra al recombinamea poblacion todos los tipos
raciales (P-AXGXJXS), lo cual es un resultado esperde acuerdo con los estudios
clasicos de cruzas varietales en maiz (MbHl., 1962; Mollet al., 1965) y ofrece
mejores expectativas del comportamiento de lasapabiesper se al incorporar
alelos distintos para diversos caracteres de mtgéodmaret al., 2000; Lelliset
al., 2001), asi como de las lineas e hibridos formadpartir de ella (Corteat al.,

1985).

El siguiente nivel de variabilidad en orden deseeel era de esperarse en las
cruzas inter-raciales (P-GXJ, P-GXS y P-JXS) y Bsrhaja variabilidad dentro de
los grupos raciales (P-GXG, P-JXJ, y P-SXS); sinbamgo, el espectro de
variabilidad observada en las poblaciones entrespae tipos raciales (0.28 y 0.40)
incluyé la variabilidad (0.32 a 0.36) de las polmaes dentro de los grupos raciales
(Cuadro 4.3). Considerando el promedio de ambgsogrde cruzas, se encontré que
su diversidad es igual (0.34). La dispersion mdstiaor el espectro de la diversidad
en las poblaciones intra-raciales, puede ser eddicconsiderando que el tipo
guajillo virtualmente no ha sido sometido a mejaearto genético, ya que los
materiales cultivados son variedades nativas yadaiedades liberadas por diversas
instituciones son simples accesiones con ciertalogi@e pureza y uniformidad
genética (Ramiro, 1992; 2001). Por el contraris,tlpos jalapefio y serrano son los
gue mas mejoramiento genético han recibido y piebamte han sufrido, por ello,

algun grado de erosion genética, como lo asegueandddezt al., (2004).
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Independientemente de los sesgos que pudieran lmeesultados de esta

investigacion, derivados de la muestra germoplasmnccada tipo racial y del nivel

de mejoramiento a que estos materiales han sidetsing, los resultados de esta

investigacion, aun cuando no se ajustan estrictireefas hipotesis planteadas, dan

evidencias empiricas de que la formacion de palmhe@si mediante la recombinacion

de dos o0 mas tipos raciales es una estrategia tamperpara realizanejoramiento

poblacional por seleccidon recurrente en chile yade con resultados previamente

obtenidos (Robledo, 2005; Robleetal., 2005).

0.058
0.032
0.058
0.081
0.043
0.0Q99
0.034
0.043
0.059
0.017
0.059

O.OZI:I
P-GXG

P-AXGXJIXS

P-GXS

P-JXJ

P-GXJ

P-JXS

P-SXS

Figura 1. Dendograma de disimilitudes genéticas entre paiasi de chile con

base en el método UPGMA y datos AFLP.



V.- CONCLUSIONES

Se formaron satisfactoriamente siete poblacioness ihtra-raciales P-SXS,

P-JXJ, P-GXG y cuatro inter-raciales P-JXS, P-GXEGXS, P-AXGXJIXS.

La variabilidad en las siete poblaciones, indicpdael indice de diversidad,
vario de 0.28 a 0.48 y la mayor variabilidad seoet® en la poblacion P-
AXGXJXS seguida de P-GXG con un indice de divexsidke 0.48 y 0.40

respectivamente.

La formacién de poblaciones mediante la recombimade dos o0 mas tipos
raciales incrementa la variabilidad genética y hase apropiadas para realizar
mejoramiento poblacional por seleccién recurretépendiendo de los tipos raciales

involucrados.



VI.- SUGERENCIAS

Para la formacion de futuras poblaciones, seria ortapte incluir
progenitores criollos y/o silvestres @ annuum, ya que segun estudios previos
(Paranet al.,, 1998) tienen mayor variabilidad genética, corabos con tipos
raciales como guajillos y jalapefios, para de estelonal formar poblaciones
mediante cruzas entre tipos raciales podra semblgogianar un poco de mayor
variabilidad, ademas de aprovechar algunas carstatas que tienen los materiales
al principio mencionados como son resistencia aggday enfermedades
principalmente. Es recomendable seguir utilizandwcadores AFLP, por su poder

discriminante.
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RESUMEN

A pesar del éxito logrado con la aplicacion de esmps de seleccion
recurrente para el mejoramiento poblacional enaspalégamas como el maiz, las
experiencias en autbgamas han sido poco estudiasig®r esto que se utilizaran los
marcadores moleculares AFLP para analizar la vilidad genética entre
poblaciones de chile obtenidas mediante cruzas ietrinter raciales de varios

progenitores, con los tipos serrano, jalapefgjlguga ancho.

Se formaron tres poblaciones intra-raciales P-I%38XJ, P-GXG y cuatro
inter-raciales P-JXS, P-GXJ, P-GXS, incluyendonkari-racial macro P-AXGXJXS,
las cuales se caracterizaron mediante marcadordscutayes. Con los datos
generados por AFLP se determind el indice de doemisde cada una de las
poblaciones, se encontré que P-AXGXJXS fue la gwe tayor variabilidad con
0.48, seguida de P-GXG con 0.40.

En el andlisis de varianza molecular (AMOVA) sea@nraron diferencias
significativas (p<0.0001), tanto entre poblacionemo dentro de poblaciones, con
un porcentaje de variacion de 37% y 63% respectvden Esto indica una relacién
estrecha entre las siete poblaciones.

También se calcularon las distancias genéticaasipdblaciones, la cual se
utilizé para producir un dendograma por el métoddGWA. Se obtuvieron dos
grupos: en el primero fue donde se encontraropdataciones mas heterogéneas, P-
AXGXJIXS y P-GXG, el segundo grupo a su vez se dvah tres subgrupos: en el
primero se encontrd la poblaciéon P-GXS; en el sdguP-JXJ y P-GXJ y en el
tercero P-JXS y P-SXS. En el segundo grupo las apabies fueron mas

homogéneas.
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Con los datos obtenidos anteriormente se concluye lg formacion de
poblaciones mediante la recombinacién de dos otipés raciales incrementa la
variabilidad genética y las hace apropiadas pablzee mejoramiento poblacional

por seleccion recurrente, dependiendo de los tgmales involucrados.
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RESUMEN

La diversidad genética de siete poblaciones formadamediante cruzas
intra e inter-raciales, para ser utilizadas en un ppgrama de mejoramiento,
fueron evaluadas con marcadores AFLP. Se utilizaromateriales de los tipos
raciales ancho, guajillo, serrano y jalapefio. Se p@ de 37 cruzas
progenitoras dialelicas formadas en la UAAAN, en Benavista, Saltillo,
Coahuila. La parte molecular se realiz6 en el CBGHN, en Reynosa,
Tamaulipas. En el andlisis obtenido con cuatro conibaciones de primer
AFLP se obtuvo 64.9% de polimorfismo, lo que permib la discriminacion de
las siete poblaciones examinadas. Asi también setatenino el indice de
diversidad (ID) para analizar la variabilidad genéica de cada una de las
poblaciones, encontrandose que la poblacién P-AXGXS fue la que tuvo
mayor ID con 0.48. Se obtuvo un dendograma por el é&tlodo UPGMA
encontrandose diferencias en la forma de agrupamiém de las poblaciones.
Con los datos obtenidos anteriormente se concluyeig la formacion de dos o
mas tipos raciales incrementa la variabilidad genéta y las hace apropiadas
para realizar mejoramiento poblacional por seleccid recurrente,
dependiendo de los tipos raciales involucrados.

Palabras clave:Capsicum annuum, Poblaciones, AFLP.
ABSTRACT

The genetic diversity of seven populations formedybmeans crosses intra
and inter-raciales, to be used in an improvement mgram, were evaluated
with markers AFLP. Materials of the racial types archo, guajillo, serrano
and jalapefio were used. It was split 37 crosses thdc parents formed at
UAAAN, in Buenavista, Saltillo, Coahuila. The molealar part was realized
in the CBG-IPN, in Reynosa, Tamaulipas. In the anglses obtained with four
AFLP primer combinations 64.9% of polymorphism were obtained, which
allowed the discrimination of the seven examined populations. &5too was
determined the diversity index (DI) for to analyzethe genetic diversity of
each one of the populations, bein that the populath P-AXGXJXS was the
one that it had greater DI with 0.48. Dendogram by method UPGMA was



obtained being differences in the form of group othe populations. With the
obtained data previously one concludes that the famation of two or more
racial types increases the genetic variability andnakes appropriate to make
population improvement by recurrent selection, depeding on the involved
racial types.

Index words: Capsicum annuum, Populations, AFLP.

INTRODUCCION

El mejoramiento de chile se ha realizado mediastpi@mas de seleccion
conocidos como: seleccion genealdgica, método masidescendencia de una
semilla (Marquez, 1991), que utilizan por lo gehetas progenitores y su
progenie se somete a endocria y seleccion contihaata que alcanzan
homocigosis total.

Sin embargo, la atencion también ha sido puesta ssnuemas de seleccion
utilizados en especies alégamas, la seleccion rester Con este método se
seleccionan y recombinan de forma ciclica, aqugblamtas con expresiones
fenotipicamente superiores, permite aumeaténecuencia de genes favorables en
caracteres cuantitativos en una poblacion, sinigislgnificativa de variabilidad
genética.

A pesar del éxito logrado con la aplicacion de estas de seleccion
recurrente para el mejoramiento poblacional enaspaldégamas como el maiz
(Hallaueret al., 1988), las experiencias en autdgamas han siclo ggiudiadas, se
tiene poca informacion sobre poblaciones caractgag, ya sea fenotipicamente o
a nivel molecular. Es por esto que se utilizaranh@scadores moleculares AFLP
para analizar la variabilidad genética en poblagsode chile obtenidas mediante
cruzas intra e inter raciales de varios progerstoin los tipos serrano, jalapefio,
guajillo y ancho.

Los objetivos de este estudio fueron formar poblees de amplia base
genética aprovechables en un programa de mejortovpen seleccidn recurrente
mediante cruzas intra e inter-raciales y la caraeteion de estas mediante
marcadores AFLP; la hipdtesis que se plantea edagupoblaciones formadas
con la recombinacién de varios progenitores efpastraciales, representan una
mejor estrategia de mejoramiento con base en labitidad y diversidad genética
acumulada, que las formadas dentro de tipos raciale

Se han realizado estudios con marcadores molesyara estudiar variacion
genética en varios importantes cultivdsgcopersicon (Millar and Tanksley,
1990a), solanum (Gebhardtet al., 1989; Oronaet al., 2004), andCapsicum
(Loaizaet al., 1989; Zewdie and Zeven, 1997; Paehal., 1998; Guzmaret al.,
2005).



MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizo en el invernadero No. &déniversidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), en Saltillo, Coahail durante el periodo
comprendido de 2003 a 2005.

Se partié de semillas F1 obtenidas de un diseficrugas dialélicas entre y
dentro de los tipos raciales ancho (A), guajillg,(@lapefio (J) y serrano (S). Se
utilizaron cinco materiales de cada tipo racial @, J y S) los cuales son
variedades comerciales actualmente en wuso Yy lineaperimentales
proporcionadas por el INIFAP.

Poblaciones intra-raciales. El 20 de Febrero de 2004 se establecieron encamp
las progenies dialélicas de cada tipo racial y@inento de la floracion se
eligieron cuatro de la misma raza y se

hizo una recombinacion entre ellos, de los cuales gk utilizaron como

hembra y dos como macho (Cuadro 1). Se emascubmtumes florales de las
plantas elegidas como hembra y enseguida se palimzen cada tipo racial. El
amarre de los frutos se observd a los 6 dias, dates cuando llegaron a la
madurez fisiologica se cortaron, se secaron alw@lnte tres dias y después se les
extrajo la semilla. Se utilizaron 150 semillas deauno de los dos materiales y
se hizo un compuesto balanceado, de acuerdo ctti&ca de recombinacion
denominada por Marquez (1994) cruzas mezofratesreale mezcla de polen, se
obtuvo en total tres poblaciones intra-racialesaaata formada por 300 semillas
(P-GXG, P-JXJ, y P-SXS).

Poblaciones inter-racialesEl 03 de Abril de 2004 se establecieron en carapo |
progenies dialélicas de las cuatro razas menciegnagizriormente, en la etapa de
floracion se eligieron cuatro materiales pero e&a entre tipos raciales y se
siguié la misma metodologia mencionada anteriorenef$i también, se obtuvo
una poblaciéon-macro en la que se involucraron téa$nateriales inter-raciales
donde intervinieron las cuatro razas y se hizo reeambinacion de todos ellos,
utilizandose la misma técnica (Cuadro 2). En tadal obtuvieron cuatro
poblaciones inter-raciales P-GXJ, P-GXS, P-JXSuymhdo la inter-racial macro
P-AXGXJXS.

Cuadro 1. Progenitores utilizados para formar poblaciongsiraciales.

No. PROGENITORES

? 3
[Guajillo Zacatecas D](6[Guajillo Zacatecas 2 (G*)]
[Guajillo Zacatecas 2](6[Guajillo INIFAP (G)]
[Guajillo San Luis (X[Guajillo INIFAP (G)]
[Guajillo INIFAP (G)] pGuajillo-Puya-Salitrillo (G)]
[Don Pancho (J3)] x [GHiL0-19 (J)]
[Chijal 10-19 (J)] x [Ddenito (J)]
[Don Benito (J)] x [CHim Chiapas Largo (J)]
[Criollo Chiapas Largh](x [Chijal EB-13 (J)]
[Gigante Ebano (S)] h[§er P8-60 (S)]
10 [Chiser P8-60 (S)] x [64i 16-31 (S)]
11 [Chiser 16-31 (S)] x [Ri@0 (S)]
12 [Paraiso (S)] x [Tampifja&’4 (S)]
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*G=Guajillo J=Jalapefio S =serrano

Cuadro 2. Progenitores utilizados para formar poblacionesriraciales.

No. PROGENITORES
? 3
1 [AP 99-6 (*A)] x [Gudjl Zacatecas 1 (G)]
2 [AP 99-6 (A)] x [Don Raho (J)]
3 [AP 97-24 (A)] x [GudgitPuya-Salitrillo (G)]
4 [AP 97-24 (A)] x [ChijaiD-19 (J)]
5 [Ancho Saltillo 79-4 (&) [Don Benito (J)]
6 [Carmin 6-1 (A)] x [Ddtancho (J)]
7 [AM 97-47 (A)] x [Gudjil Zacatecas 1 (G)]
8 [AM 97-47 (A)] x [Don Béo (J)]
9 [Guajillo Zacatecas D](s[Chijal 10-19 (J)]
10 [Guajillo Zacatecas 1](8)Gigante Ebano (S)]
11 [Guajillo Zacatecas 2]($6)Chijal 10-19 (J)]
12 [Guajillo Zacatecas 2](6)Chiser P8-60 (S)]
13 [Guajillo San Luis (G)[Ron Benito (J)]
14 [Guajillo San Luis (G)[&hiser 16-31 (S)]
15 [Guajillo INIFAP (J) ][riollo Chiapas Largo (J)]
16 [Guajillo INIFAP (J)] ®praiso (S)]
17 [Guajillo-Puya-Salitril{&)] x [Don Pancho (J)]
18 [Guajillo-Puya-Salitrili&)] x [Chijal EB-13 (J)]
19 [Guajillo-Puya-Salitrill&)] x [Tampiquefio 74 (S)]
20 [Don Pancho (J)] x [Gigai&bano (S)]
21 [Chijal 10-19 (J)] x [Gleir P8-60 (S)]
22 [Don Benito (J)] x [Paai(S)]
23 [Criollo Chiapas Larg9](d [Paraiso (S)]
24 [Chijal 10-19 (J)] x [Gigte Ebano (S)]
25 [Chijal EB-13 (J)] x [Taquefio 74 (S)]
*A = Ancho G=Guajillo J=Jalapefio S =serrano

Aislamiento de ADN

La parte molecular se desarrollo en el laboratwdgetal 1l del Centro de
Biotecnologia Genomica del Instituto Politécnico cdaal (CBG-IPN), en
Reynosa, Tamaulipas. Para la extraccion de ADNikeanon 15 plantas jovenes
por poblacién, se utilizo la metodologia de Dellapet al., (1983) con minimas
modificaciones. Este material bioldégico se lavo aua destilada estéril y
posteriormente se congele-ax °C, EI ADN fue cuantificado en geles de agarosa
al 1%, con uso de una concentracion conocida de Af@N fago en un
transiluminador marca Cole Parmer.

Anélisis AFLP

La deteccion de polimorfismo fue mediante AFLP ifpokfismo en la
longitud de fragmentos amplificados) de acuerdo (dos et. al., 1995). La
digestion se efectdo con muestras de ADN a unaeoracion de 170 ngll. En
un volumen final de 2l se mezclaron 3.3 ADN, 1 jHcoRI, 1 plTrudl, 2.5 ul
Buffer RL y 17.2ul agua milli-q. Para efectuar la reaccion se incat&v °C por
dos horas y media y 15 min a 70 °C para inactasmehzimas de restriccion en un
termociclador GeneAmp®PCR System 9700-032. A foslpctos de restriccion,
se agrego la mezcla de ligacion de los adaptadoEesRl 5'-
CTCGTAGACTGCGTACC-3/3'-AATTGGTACGCAGTC-5'; y la tladaptador



Msel 5-GACGATGAGTCCTGAG-3/3-TACTCAGGACTCAT-5. En ru
volumen final de 1Qul la mezcla de ligacién conteniaul AdaptadorMsel, 1 ul
AdaptadorEcoRI, 1 ul T4 ADN ligasa, 1ul ATP (mM), 1ul Buffer RL (10X) y
5.0 ul agua milli-q. Se incubd a 20 °C por dos hora®letermociclador. Para la
pre-amplificacion se utilizaron los iniciadores EcoRI+A
5'AGACTGCGTACCAATTC/A-3) y Msel+C (5-
GACGATGAGTCCTGAGTAA/C-3"). Se colocaron 2.5 de ADN digerido-
ligado (diluido 1:60), mas 23.5 de la mezcla para la reaccion de pre-
amplificacion la cual contenia 16 Msel+C, 1.5ul EcoRI+A, 2.5ul Buffer PCR
(20X), 2.0pl dNTPs (10 mM), 0.2 Tag DNA polimerasa (5 W) y 14.8 ul de
agua milli-g. Se efectud bajo el siguiente progra®eciclos de 30 s a 94 °C, 60 s
a 56 °C, 60 s a 72 °C. La combinacion de oligomticles para la amplificacion
selectiva fue EcoRI + 3 (5-GACTGCGTACCAATTC/ACA)3Yy Msel + 3 (5'-
GATGAGTCCTGAGTAACTG-3'). Se aplicaron 310 de ADN preamplificado-
diluido, mas 12.Qul de mezcla para la reaccion de amplificacién (0.&coRl,
0.5 plMsel, 1.5 pl Buffer PCR (10X), 0.4 pl dNTPs (10mM)16.ul Taqg DNA
polimerasa (5 U/ul) y 8.85 ul agua milli-q). Sdiméiron cuatro combinaciones de
primers EcoRI/Msel) ACA/CTG, AAG/CAG, AAG/CAC y AAG/CAA.
Finalmente los productos del PCR fueron desnanaddis mediante incubacion 4
min a 94 °C y colocados en hielo antes de ser dasgen geles de acrilamida al 6
% Yy separados en una camara de electroforesisalariarca Owl®, modelo S3S
durante 2 hr 30 min a 2000 V.

1 2 3 45 6 7 8 M 901112 13 14 15

Figura 1. Amplificacién mediante la técnica de AFLP, a padiél DNA de 15 muestras de
chile (Capsicum annuum L.), obtenidos con la combinacion ACA/CTG, M = Mador.

Analisis de datos



El polimorfismo que se detecto en las cuatro coathones de iniciadores
AFLP se determino en base a la presencia o auseéadandas, donde el 1 se le
asigno a la presencia y el 0 a la ausencia de. estas

Una vez terminada la interpretacion en el gel déaatida se hizo una base
de datos basandose en 0 y 1 y esta se utilizé geterminar el indice de
diversidad mediante la formula ID = 1+ 3 donde pi es la frecuencia del alelo i
en este caso, cada alelo individual se considerbbaus Unico y a su vez un
fragmento de amplificacién (Powetial., 1996).

Mediante el programa Gendist se obtuvo las distargenéticas entre las siete
poblaciones (Nei y Li, 1979), usando el paquetsafvare PHYLIP Version 3.6
(Felsenstein, 2005). La matriz de distancias gelasrae utilizo para producir un
dendograma por el método UPGMA (Método de agrupatmiele pares no
ponderados con medias aritméticas) ver Figura &i. téhmbién la matriz de ceros
y unos fue usada para calcular el analisis denvaaianolecular (AMOVA).

RESULTADOS Y ISCUSION
Formacion de poblaciones

En la formacion de las poblaciones, siete se obtamide forma satisfactoria.
Tres intra-raciales P-SXS, P-JXJ, P-GXG y cuatterimaciales P-JXS, P-GXJ, P-
GXS, incluyendo la inter-racial macro P-AXGXJXS. &3 que se involucraron
los tipos raciales ancho, las P-AXG y P-AXS est@asa pudieron formar porque
al hacer las cruzas correspondientes estas noigrend en el caso de P-AXJ la
cantidad de semilla obtenida fue poca, a demasuge problemas con la
germinacion por lo que no fueron incluidas en estadio.

Estos problemas también se presentaron en el dralmjinvestigacion de
Robledo (2005) al hacer cruzas inter-raciales igaiian progenitores del tipo
racial ancho. La explicacién pudiera deberse alpnodis de adaptacion de este
tipo racial, particularmente con los factores cliows locales.

Analisis AFLP

Con las cuatro combinaciones de iniciadores AFLBnsglificaron un total de
203 productos a partir de cuatro combinagpm#e los cuales 134 fueron
polimorficos, esto represento el 64.9 % (cuadro Bjte porcentaje de
polimorfismo es alto en comparacion con los redokaobtenidos por Parahal .,
(1998) quien trabajando con AFLP en 34 accesiomeshie encontrdo 13% de
bandas polimorfitas. Sin embargo, en un trabajbzeso por Hernandeet al.,
(2004) en poblaciones domesticadas las cualesnperézon a los chiles tipo
serrano, jalapefio y morron, reporta en el anatisis izoenzimas 84.6% de loci
polimdrficos. Las diferencias encontradas en dictrabajos posiblemente se
deben a que en el primero se utilizaron accesiesgechamente relacionadas,
por eso fue bajo, mientras que en el segundo bajér@on poblaciones y esto
permiti® que se encontrara mayor polimorfismo. Cgarse trabaja a nivel
molecular, el polimorfismo juega un papel muy intpote, ya que esta
relacionado con la variabilidad.

Cuadro 3. Productos amplificados por combinacion mediante RFL



Combinacion Productowpéficados Polimariio
AFLP (%)
EcoRI/Msel Monomorficos Polimérficos  Total

ACA/CTG 11 32 43 74.4
AAG/CAG 16 39 55 70.9
AAG/CAC 21 18 39 46.2
AAG/CAA 21 45 66 68.2
Total/Media 69 134 203 64.9

En el andlisis de varianza molecular (AMOVA) seted® diferencias
significativas (p<0.0001), tanto entre poblaciowesno dentro de poblaciones,
con un porcentaje de variacion de 37% y 63% résecente (Cuadro 4). Esto
concuerda con Hernandet al., (1998) quien, usando RAPD encontré que en
poblaciones domesticadas existe mayor variaciotraléele poblaciones (51.12%)
gue entre poblaciones (48.88%). Esto indica urecidh estrecha entre las siete
poblaciones. Loaizdt. al., (1989); Paraset al., (1998) mencionan que materiales
silvestres y domesticados de chile mantienen bayades de variacion.

Cuadro 4. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de poblaasrde chile mediante AFLP.

Fuente de g.l Suma de Componentes Porcentaje de P
Variacion cuadrados de varianza variacion

Entre 6 933.857 9.31823 37.00 < 0.0001
poblaciones

Dentro de 98 1555.200  5.86939 63.00 0.0001
Poblaciones

Total 104 2489.057 25.18762

Los resultados obtenidos en la poblacion intraata@iSXS muestran que se
obtuvo un indice diversidad media de 0.33 el cgaigeal al de la cruza inter-
racial P-JXS, pero menor a la poblacion P-GXS canOw86, teniendo esta
ganancia de 3%. P-JXJ tuvo un indice de diversit#a@.28 el cual fue menor en
comparacion con las poblaciones inter-raciales 8-d8n 0.33 y para P-GXJ
0.32, en este caso se obtuvo ganancia de varidbitid 5 y 4% respectivamente
al formar las poblaciones entre tipos.

La excepcion de las poblaciones intra-racialesiserdré en P-GXG quien en
términos de variabilidad solo quedd por debajo dAXBBEXJIXS con una
diferencia de variacion de 8%.

La que de las siete que se analizaron mediantésignAFLP mostré mayor
variabilidad fue la inter-racial macro P —AXGXJX8ncun indice de diversidad
media de 0.48 quien tiene una ganancia de vadablilde 18% comparada con la
poblacion P-JXJ quien tuvo menor variabilidad (Gods).

A manera de discusién general sobre indice de gidaxt, y de acuerdo con
las hipotesis planteadas, de las cuales se esperna gariabilidad se incremente
en la medida en que las poblaciones se forman aiarim mas divergente, los
resultados de esta investigacion confirman quedgomvariabilidad se logra al
recombinar en una poblacién todos los tipos ragifife AXGXJIXS), lo cual es
un resultado esperado, de acuerdo con los estcdigisos de cruzas varietales en
maiz (Moll et al., 1962; Moll et al., 1965)y ofrece mejores expectativas del



comportamiento de las poblacionpar se al incorporar alelos distintos para
diversos caracteres de interés (Goodmianh., 2000; Lelliset al., 2001), asi como
de las lineas e hibridos formados a partir de(Eltatez et al., 1985).

El siguiente nivel de variabilidad en orden deseeel era de esperarse en las
cruzas inter-raciales (P-GXJ, P-GXS y P-JXS) y Bsrhaja variabilidad dentro
de los grupos raciales (P-GXG, P-JXJ, y P-SXS);esnbargo, el espectro de
variabilidad observada en las poblaciones entrespde tipos raciales (0.28 y
0.40) incluyd la variabilidad (0.32 a 0.36) de pexblaciones dentro de los grupos
raciales (Cuadro 5). Considerando el promedio dboangrupos de cruzas, se
encontré que su diversidad es igual (0.34). Laet&pn mostrada por el espectro
de la diversidad en las poblaciones intra-racialpgede ser explicada
considerando que el tipo guajillo virtualmente na Isido sometido a
mejoramiento genético, ya que los materiales @dtg son variedades nativas y
las variedades liberadas por diversas institucisms simples accesiones con
cierto grado de pureza y uniformidad genética (Ranii992; Ramiro, 2001). Por
el contrario, los tipos jalapefio y serrano sondoe mas mejoramiento genético
han recibido y probablemente han sufrido, por edllgin grado de erosidn
genética, como lo asegura (Hernaneted., 2004).

Independientemente de los sesgos que pudieran lEneesultados de esta
investigaciéon, derivados de la muestra germoplésrait cada tipo racial y del
nivel de mejoramiento a que estos materiales hdm Symetidos, los resultados
de esta investigacion, alun cuando no se ajustaittastente a las hipotesis
planteadas, dan evidencias empiricas de que laatmdm de poblaciones
mediante la recombinacion de dos o mas tipos exi@s una estrategia
importante para realizar mejoramiento poblacional geleccién recurrente en
chile y coincide con resultados previamente obten{gRobledo, 2005; Robleab
al., 2005).

Cuadro 5. indice de diversidad genética de poblaciones de cbih base en la formula de (Powell
etal., 1996).

Poblaciones Combinaciones *|.D.

ACA/CTG AAG/CAG AAG/CAC AAG/CAAA media

P-SXS 0.62 0.35 0.02 0.33 0.33
P-AXGXJIXS 0.67 0.46 0.24 0.54 0.48
P-GXG 0.44 48 0.30 0.43 0.40
P-JXS 0.52 0.37 0.15 0.29 0.33
P-GXJ 0.37 0.40 0.16 0.36 0.32
P-JXJ 0.32 0.24 0.15 0.42 0.28
P-GXS 0.63 0.43 0.15 0.22 0.36

*|.D. = indice de diversidad.

Finalmente las relaciones genéticas entre poblasidiuneron calculadas
utilizando la matriz de distancias genéticas (N&i,y1979). Con estos datos se
realiz6 un dendograma por el método UPGMA (FigikaSe encontré que se



formaron dos grupos: en el primero se encontraasrpbblaciones P-AXGXJXS
y P-GXG en este fue donde se encontrd las poblesiomas heterogéneas en
términos de su indice de diversidad, el segundpageusu vez se dividio en tres
subgrupos: en el primero se encontro la poblaBi®XS; en el segundo P-JXJ y
P-GXJ y en el tercero P-JXS y P-SXS. En el seguydpo las poblaciones
fueron méas homogéneas (Figura 1).

O.OJ:I

0.058 .

0.032

0.058

P-AXGXJXS

0.081

P-GXS

0.043

P-JXJ
0.034

0.043

P-GXJ

0.059

P-JXS

0.017

0.059

P-SXS

Figura 2. Dendograma de disimilitudes genéticas entre polnb&si de chile con base en el
método UPGMA y datos AFLP.

CONCLUSIONES

Se formaron satisfactoriamente siete poblacioness intra-raciales P-SXS,
P-JXJ, P-GXG y cuatro inter-raciales P-JXS, P-GXEXS, P-AXGXJIXS.

La variabilidad en las siete poblaciones, indicadael indice de diversidad,
vario de 0.28 a 0.48 y la mayor variabilidad seoetr® en la poblacion P-
AXGXJIXS seguida de P-GXG con un indice de divecsidie 0.48 y 0.40
respectivamente.

La formacién de poblaciones mediante la recombimadie dos o0 més tipos
raciales incrementa la variabilidad genética yHase apropiadas para realizar
mejoramiento poblacional por seleccion recurrediependiendo de los tipos
raciales involucrados.
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