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RESUMEN GENERAL

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE POBLACIONES
NATIVAS DE CHILE MIAHUATECO (Capsicum annuum L.)?!

En mas de 64 tipos, el chile (Capsicum annuum L.) con un consumo per capita
de 17.2 kg, es valorado por su aroma, color, forma, sabor y picor; cualidades que
lo han posicionado incluso a nivel mundial como un producto alimenticio
funcional, de uso industrial e incluso en la medicina, cosmetologia y farmacéutica,
debido a las propiedades bioquimicas y fitoquimicas del fruto; la importancia de
este cultivo lo posicionan en el octavo lugar en la agricultura mexicana, y en el
segundo productor de chiles a nivel internacional al aportar el 8.3 % del volumen
total de produccion. La vasta cantidad de poblaciones nativas, muy dinamicas y
altamente heterogéneas, han generado por los procesos de domesticacion,
seleccién y dispersion una gran cantidad de morfotipos, donde el fruto es el
principal caracter que los diferencia y explica la mayor variacion total, estas
poblaciones constituyen un acervo genético de gran relevancia y que ha definido
a México como centro de domesticacion y de diversidad genética del género
Capsicum. La caracterizacion morfoldgica de los recursos vegetales ha sido de
gran utilidad para definir una serie de descriptores Utiles de importancia
agrondmica, e identificacion de grupos, aunado a los métodos de caracterizacion
con marcadores moleculares, o que ha permitido conocer con mayor certeza la
diversidad genética vegetal que se conserva in situ, como en este caso del chile
miahuateco. Las guias de caracterizacion morfoldgica para la descripcion de
caracteres, permite distinguir a una poblacion de plantas que constituyen una
variedad vegetal, con lo cual se busca la proteccidon y resguardo de estas. La
caracterizacion morfolégica y molecular realizadas en esta investigacion, dan
evidencia de la existencia de una amplia variabilidad genética en las poblaciones
nativas de chile miahuateco, donde los caracteres de fruto fueron determinantes
para diferenciar las colectas.

Palabras Clave: diversidad genética, caracterizacion morfolégica y molecular

1 Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Capingo
Autor: Nereo Martinez Andrade
Director de Tesis: Dr. Rogelio Castro Brindis
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GENERAL ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF NATIVE
POPULATIONS OF MIAHUATECO CHILI PEPPER (Capsicum annuum L.)?

With more than 64 types, chili (Capsicum annuum L.), with a per capita
consumption of 17.2 kg, is valued for its aroma, color, shape, flavor, and hotness;
gualities that have positioned it even worldwide as a functional food product, for
industrial use and even in medicine, cosmetology, and pharmaceuticals, due to
the biochemical and phytochemical properties of the fruit. The importance of this
crop places it in eighth place in Mexican agriculture, and is the second-largest
producer of chili peppers internationally, contributing 8.3% of the total volume of
production. The vast amount of native populations, dynamic and highly
heterogeneous, have been generated by domestication processes, selection, and
dispersion of a large number of morphotypes, where the fruit is the main character
that differentiates them and explains the greatest total variation. These
populations constitute a genetic heritage of great relevance and that has defined
Mexico as a center of domestication and genetic diversity of the genus Capsicum.
Morphological characterization of plant resources has been very useful to define
a series of useful descriptors of agronomic importance as well as identification of
groups, together with characterization methods with molecular markers, which
has allowed knowing with greater certainty plant genetic diversity, that is
preserved in situ, as in this case of the Miahuateco chili pepper. Morphological
characterization guides for a description of characters, allowing to distinguish a
population of plants that constitute a plant variety, with which the protection and
shelter these is sought. Morphological and molecular characterization carried out
in this research, give evidence of the existence of a wide genetic variability in
native populations of Miahuateco chili pepper, where the fruit characters were
decisive to differentiate accessions.

Key words: genetic diversity, morphological and molecular characterization

2 PhD Thesis of Science in Horticulture, Universidad Auténoma Chapingo
Author: Nereo Martinez Andrade
Advisor: Dr. Rogelio Castro Brindis
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

El chile (Capsicum annuum L.) es valorado por su aroma, sabor y picor; sus
poblaciones nativas son dinamicas y altamente heterogéneas (Camacho et al.,
2005; Ramirez-Meraz, 2018). Dicha variacion se ha generado por los procesos de
dispersién, seleccion y adaptacion a diferentes ambientes ecolégicos, lo que ha
dado como resultado la obtencién de una gran cantidad de morfotipos, los cuales,
constituyen un acervo genético de gran relevancia (Cazares-Sanchez et al., 2005;
Votava et al., 2005). México es centro de domesticaciéon y de diversidad genética
de Capsicum annuum L. (Pickersgill, 1991; Pickersgill, 2007). Como parte del
proceso de domesticacion y seleccion continua, a los chiles se les han modificado
caracteristicas de fruto como: tamafo, forma, masa, color, apariencia y picor
(Borovsky & Paran, 2011), lo que ha generado una gran variacion morfolégica y
diversificacion de poblaciones nativas (Pacheco-Olvera et al., 2012). En los
estudios disponibles acerca de la diversidad morfolégica en los diferentes tipos de
chiles estan los de Adetula & Olakojo (2006); Portis et al. (2007) y Kadri (2009),
quienes revelaron la existencia de diversidad morfolégica en C. frutescens de
Nigeria, C. annuum de Italia, C. annuum de Turquia y C. baccatum de Brasil,
respectivamente. Las variables de fruto fueron las de mayor importancia para
explicar un mayor porcentaje de la variacion total. La caracterizacion morfologica
de los recursos vegetales, es de utilidad, porque permite definir una serie de
descriptores utiles de importancia agronémica o de clasificacion e identificacion de
grupos geneéticos, siendo los Organos mas importantes para la descripcion
morfologica aquellos que tienen menos influencia del ambiente como fruto, hojas y
tallo (Hernandez - Verdugo et al., 1999; Ulhoa et al., 2017).

El reciente desarrollo de la Biologia Molecular y las nuevas herramientas
experimentales y estadisticas han permitido generar métodos de identificacion y
caracterizacion basados en el uso de marcadores moleculares que superan en la
gran mayoria de los casos las limitantes de los métodos tradicionales (Azofeita —
Delgado, 2006; Naresh et al., 2018; Manzila et al., 2020; Yu et al., 2021).

Por su parte la caracterizacion y evaluacion de la diversidad presente en

colecciones vegetales silvestres, es central en el mantenimiento y mejora de la

agricultura moderna ya que constituyen una alternativa viable, su conocimiento
13



permite llevar a cabo un uso, explotacion y conservacion racional de estos recursos
(Parry et al., 2021). En este sentido, los recursos fitogenéticos relacionados con el
género Capsicum adquieren gran relevancia por el potencial genético que
representan, debido a que el chile es el octavo cultivo con mayor valor generado en
la agricultura mexicana, alcanzando alrededor de 20,058,035 millones de pesos
anualmente, con un volumen de produccion promedio de 3,324,260 toneladas que
equivale al 8.3 % de la producciéon mundial total, de las cuales se exportan cerca
de 900 mil en fresco, en seco y en preparaciones. El estado de Chihuahua es el
principal productor con 722,937 toneladas al afio; le siguen el estado de Sinaloa y
Zacatecas con 648,222 y 458,943 toneladas respectivamente. A escala
internacional, México es el segundo productor de chiles, dedicando 159,981.51
hectareas a su cultivo. Los tipos de mayor importancia econémica son: jalapefio,

serrano, poblano, morrén y habanero (SIAP, 2021).

En las especies vegetales, antes de promover su utilizacion en el mejoramiento, es
necesario conocer la variabilidad genética que se conserva in situ. Para ello, la
comunidad cientifica puntualiza en la necesidad de caracterizar morfologica y
molecularmente a las colectas de germoplasma como lo es en este caso el chile
Miahuateco, resaltando la importancia de este tipo de investigaciones como base
en los programas de mejoramiento. Por lo antes expuesto, a través de este estudio,
se exploro la diversidad genética de 94 colectas de chile Miahuateco, con el
propésito de conocer los caracteres de interés agrondmico y molecular, que sean

Gtiles en un programa de mejoramiento genético de esta especie.

14



1.1. OBJETIVOS

1. Colectar muestras de poblaciones nativas de chile Miahuateco en la regién del

Valle de Tehuacan, Puebla, para su caracterizacion.

2. Caracterizar morfologicamente con descriptores del IPGRI 94 colectas de chile
Miahuateco procedentes del Valle de Tehuacan, Puebla, con la finalidad de

conocer su diversidad genética.

3. Determinar la variabilidad genética de 94 colectas de chile Miahuateco
procedentes del Valle de Tehuacan, Puebla, mediante marcadores moleculares
ISSR.

4. Elaborar la Guia Técnica de caracterizacion morfolégica de chile Miahuateco,

como antecedente para el registro de variedades nativas de esta especie.

En el capitulo Il se aborda sobre la importancia del género Capsicum como recurso
fitogenético, su vasta diversidad genética, las aportaciones realizadas para conocer
sus propiedades bioquimicas y fitoquimicas que lo caracterizan, asi como el uso de
herramientas morfolégicas y técnicas moleculares para  caracterizar este
importante recurso vegetal, haciendo énfasis en su resguardo en bancos de
germoplasma como fuente de genes de importancia agronémica, para futuros

programas de mejoramiento genético.

El capitulo Il se presenta los resultados de la caracterizacion morfolégica y
molecular de 94 colectas de chile miahuateco, mediante la cuantificacion de 58
descriptores cualitativos y cuantitativos acorde con la guia de chile del IPGRI
(1995). Se seleccionaron las variables sin colinealidad estadistica a partir de
andlisis de covarianzas sucesivas, después se realizé un analisis de agrupamiento
a partir de la matriz de distancias de Gower y el algoritmo de generaciéon del

dendrograma de la minima varianza de Ward, la altura de corte se decidi6 con base

15



en el criterio cubico de agrupamiento (Statistical Analysis System [SAS], 2008), la
pseudo estadistica t?> (Hotelling, 1951) y la pseudo F (Johnson, 1998), para el
analisis molecular se generé una matriz basica de datos (MBD), mediante la
determinacion del polimorfismo entre colectas mediante evaluacion de la presencia
y ausencia de cada marcador, para lo cual se asigné 1y 0, respectivamente. Con
la MBD se obtuvo la matriz de disimilaridad de Jaccard (1912), con la cual se realizé
un analisis de agrupamiento y el algoritmo de generacion del dendrograma de la
minima varianza de Ward, la altura de corte se decidi6 con base en la pseudo
estadistica t? (Hotelling, 1951) y la pseudo F (Johnson, 1998).

En el capitulo IV se presenta la Guia Técnica para la caracterizacion morfologica
de chile Miahuateco (Capsicum annuum L.), instrumento elaborado acorde a los
lineamientos del IPGRI (1995), UPOV (2011) y SAGARPA-SNICS (2014), que
servird de base para el registro de variedades nativas de este tipo de chile en el
Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNVG) del Sistema Nacional de
Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS) de la Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural (SADER). Para la generacion de esta guia se caracterizé la
variedad nativa de chile miahuateco “Don Miguel”, misma que se procedera a su
registro en el CNVG-SNICS.

1.2 LITERATURA CITADA

Adetula, A. O., & Olakojo, S. A. (2006). Genetic characterization and evaluation of
some pepper accesions Capsicum frutescens (L): The Nigerian ‘Shombo’
collections. American Eurasian Journal of Agricultural and Environmental
Science, 1, 273-281.

Albrecht, E., Zhang, D., & Saftner, R. A. (2012). Genetic diversity and population
structure of Capsicum baccatum genetic resources. Genet Resour Crop Evol,
59, 517-538. https://doi.org/10.1007/s10722-011-9700-y
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242.
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CAPITULO II. EL GENERO Capsicum

THE Capsicum GENUS
RESUMEN

En México se encuentra la mayor diversidad genética del género Capsicum, con
mas de 64 tipos, donde C. annuum L. es la de mayor importancia econémica incluso
a nivel mundial, su demanda y consumo estan determinados como alimento fresco,
seco o procesado, y una creciente demanda en la cosmetologia, medicina, industria
farmacéutica y como oleorresinas, donde su color, aroma, sabor y nivel de
pungencia son determinantes para definir la variedad a cultivar. Dentro de los
procesos continuos de domesticacion y seleccion ya sea natural o inducida, por su
inherente muy dindmica de las poblaciones nativas y su alta heterogéneidad, a los
chiles se les han modificado principalmente caracteristicas de fruto expresados en
tamafio, forma, color, apariencia y picor, lo que ha generado una gran variaciéon
morfologica y diversificacion de poblaciones nativas en los diferentes ambientes
ecologicos donde se desarrollan, constituyéndose cada nicho ecolégico en un
acervo genético de gran relevancia, en los que es importante realizar la
caracterizacion y resguardo de estos materiales. Evidencia de ello es que en la
mayoria de los trabajos realizados sobre caracterizacion de tipos de chiles, las
variables de frutos sobresalen por su importancia para explicar el mayor porcentaje
de la variacién total, por lo que éste tipo de trabajos son de gran utilidad, porque
permite definir una serie de descriptores utiles de importancia agronémica, o de
clasificacion e identificacion de materiales genéticos, donde la caracterizacion
morfologica y los marcadores moleculares son clave para la caracterizacion de

germoplasma vegetal.

Palabras clave: Capsicum, diversidad genética, germoplasma
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ABSTRACT

Mexico has the greatest genetic diversity of the Capsicum genus, with more than 64
types, where C. annuum L. is the most economically important species worldwide,
its demand and consumption are determined as fresh, dry or processed food, and
a growing demand in cosmetology, medicine and pharmaceutical industry as
oleoresins, where its color, aroma, flavor and level of pungency are decisive to
define the variety to be cultivated. Within the continuous processes of domestication
and selection, whether natural or induced, due to their inherent dynamic nature of
native populations and their high heterogeneity, fruit characteristics such as size,
shape, color, appearance and itching have been the characteristics that have been
mainly modified, which has generated a great morphological variation and
diversification of native populations in the different ecological environments where
they develop, constituting each ecological niche in a genetic heritage of great
relevance, in which it is important to carry out the characterization and protection of
these materials. Evidence of the importance of these fruit characteristics is that in
most of the works carried out about chili types characterization, these variables
stand out due to their importance in explaining the highest percentage of the total
variation, for which this type of work is of interest and has great utility since it allows
to define a series of useful descriptors of agronomic importance, as well as identify
classification patterns and outstanding genetic materials, where the morphological
characterization and molecular markers are key for the characterization of plant

germplasm.

Key words: Capsicum, genetic diversity, germsplasm
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2.1. INTRODUCCION

El género Capsicum es originario de América del Sur (Pickersgill, 1997; Konishi et
al., 2019), consta de alrededor de 32 especies, pero las cinco domesticadas son C.
annuum L., C. frutescensL., C. chinense Jacq., C. pubescens R & P.y C. baccatum
L.; de ellas C. annuum L. es la especie con mayor importancia econdmica en el
mundo (Pickersgill, 2007; Zhigila et al., 2014; Pereira-Dias et al., 2019), la cual tiene
su centro de domesticacion en México, donde se encuentra su mayor diversidad
genética. Se estima que en México existen mas de 64 tipos de chiles, siendo los
mas conocidos jalapefio, ancho, guajillo, piquin, serrano, habanero, entre otros
(Aguilar et al., 2010; Vera-Sanchez, 2016).

México fue determinado como el centro de domesticacion y diversificacion de la
especie Capsicum annuum L. Las evidencias arqueoldgicas mas antiguas fueron
encontradas en las cuevas de Ocampo en la Sierra de Tamaulipas (7,000-5,000 a.
C.) y Coxcatlan en el Valle de Tehuacan (6,000-4,000) (Perry et al., 2007; Kraft et
al., 2014; Haralayya Asha, 2017).

Después de su domesticacion el chile se dispersé a Europa, el Mediterrdneo y el
Medio Oriente, hasta alcanzar Asia y Africa, en donde Capsicum annuum L. se
extendid rapidamente hasta convertirse en importantes centro secundarios de
diversificacion (Djian-Caporalino et al., 2006). Es por esta extensa diversificacion
gue se generd una gran variabilidad en este recurso fitogenético, debido
principalmente a la seleccién en ambientes totalmente contrastantes, observando
ahora una extensa diversidad fenotipica (Lefebvre et al., 1995; Vera-Sanchez,
2016; Pereira-Dias et al., 2019).

El chile Miahuateco es considerado un progenitor silvestre de C. annuum L. y un
importante recurso genético para el mejoramiento de los chiles cultivados, se

distribuye endémicamente en la region del Valle de Tehuacéan, Puebla.
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2.2. TAXONOMIA DEL CHILE

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum
Especie: annuum L.

(Heiser & Pickersgill, 1975)

La especie C. annuum L. es la mas ampliamente distribuida en México, su
taxonomia ha sido objeto de debate por muchos afios dado que existe una amplia
diversidad genética y morfoldgica en tipos, colores, formas, tamafios, sabores y
contenidos fitoquimicos (Zhigila et al., 2014; Massot & Barbieri, 2016).

2.3. IMPORTANCIA DEL CULTIVO

El chile (Capsicum annuum L.) es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel
nacional e internacional. La produccién de sus diferentes variedades, alcanz6
3, 324, 260 toneladas en 2020, con un valor aproximado de 20, 058, 035 millones
de pesos. El consumo per capita de chile en México es de 17.2 kg al afio y se cultiva
una superficie de 159, 981.51 hectareas, principalmente en los estados de
Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas y Durango. Ademas, representa cerca de 20 % de
la produccion de hortalizas en el pais. A nivel mundial, México se ubica como el
segundo productor de chile verde y sus principales destinos de exportacién son
Estados Unidos, Canada y Espafa (SIAP, 2021). Los chiles y pimientos ocupan el
quinto puesto dentro de los 20 productos principales comercializados
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internacionalmente. Dentro del sector agricola, constituyen el tercer sitio en

importancia, precedidos s6lo por el jitomate y el aguacate (SIAP, 2021).

La variabilidad de los diferentes tipos de chiles de C. annuum L. es identificada por
las caracteristicas de sus frutos tales como: forma, color, aroma, sabor y nivel de
pungencia. Dichas caracteristicas son de importancia para productores,
mejoradores y la industria (Bosland & Votava, 2000; Ramirez-Meraz, 2018; Konishi
et al., 2019; Parry et al.,, 2021). En México existen tres grandes regiones
productoras de chile, a) La Regiéon Norte y Noreste considerada de alto nivel
tecnologico, que se especializa en la produccion de chiles frescos, abarca los
estados de Chihuahua, Sinaloa, Baja California Sur, Sonora, Durango, Nayarit y sur
de Tamaulipas; b) La Region Central y del Bajio que tiene nivel tecnolégico medio,
orientada principalmente a la produccion de chiles secos, incluye los estados de
Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro y Puebla; y c)
La Region Sur y Sureste caracterizada por su nivel tecnolégico bajo, comprende
los estados de Quintana Roo, Campeche, Oaxaca y Veracruz, y donde se siembra
principalmente en condiciones de secano y con humedad residual (Caro et al.,
2014; Vera-Sanchez et al., 2016); por lo que la mayor produccién de chile se
concentra en los estados del norte del pais, Chihuahua, Sinaloa y Zacatecas
producen juntos el 59.8% de la produccidén nacional de chile verde, Zacatecas y
San Luis Potosi son los principales productores de chile seco, ya que juntos aportan
el 70.9% de la produccion nacional (SIAP, 2021).

Actualmente, en la gastronomia mexicana se utilizan uno o mas tipos de chiles para
preparar diversos platillos como el mole poblano, mole negro de Oaxaca, adobos,
rajas, salsas, chiles en nogada y chiles rellenos, entre otros (Aguilar et al., 2010;
Haralayya Asha, 2017; Konishi et al., 2019). Ademas de los usos culinarios que
tiene el chile, también es una fuente rica de vitaminas, antioxidantes, colorantes, y
se ha demostrado que puede ayudar en el combate de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer y anemia (Bosland y Votava, 2012; Xiao-min et
al., 2016; Varghese et al., 2017).

Dentro de los diversos morfotipos que existen en C. annuum L. se encuentran los
chiles anchos, los cuales son de los tipos con mayor importancia (SIAP, 2021).

Dentro del chile tipo ancho se encuentran las siguientes variantes: “mulato”,
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“ancho”, “cristalino”, “huacle”, “miahuteco” y “dulce”; de éstos el chile Miahuateco
se caracteriza por una longitud no mayor de 13 cm, coloracién café oscuro en la
maduracién, ausencia de cavidad peduncular y se cultiva exclusivamente en el

Valle de Tehuacan, estado de Puebla (Aguilar et al., 2010).

2.4. BIOQUIMICA

Respecto a la caracterizacion bioguimica 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 et al. (2004) revelaron amplia variacion en el
contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina en poblaciones nativas de C. annuum
procedentes de Puebla. En poblaciones de chile de Oaxaca de los tipos ‘Solterito’,
‘Nanchita’, ‘De Agua’, ‘Tusta’, ‘Costefio’, ‘Canario’, ‘Tabaquero’, ‘Guero y ‘Piquin’,
Vera-Guzman et al. (2011) encontraron diferencias entre morfotipos, sobre todo en
vitamina C, fenoles, flavonoides, [3-caroteno, color y capsaicinoides. En los chiles
‘Guajillo’, ‘Ancho’, ‘Pasilla’, ‘Puya’, ‘Tres Venas’, ‘Chipotle’, ‘Jalapefio’, ‘Mirasol’,
‘Morita’, ‘Serrano’, ‘De Arbol' y ‘Piquin’, Orellana-Escobedo et al. (2013)
determinaron el contenido de capsaicinoides y la composicion proximal de chiles,
lo que permitié 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 nativas y variedades comerciales de los tipos ‘Ancho’, ‘De Arbol,
‘Chiltepin’, ‘Guajillo’, ‘Jalapefio’, ‘Puya’ y ‘Serrano’. Pacheco-Olvera et al. (2012)
encontraron amplia diversidad en poblaciones silvestres y nativas del noreste de
México, al igual que Gonzalez-Jara et al. (2011) en poblaciones silvestres de piquin

o chetepin (C. annuum var. glabriusculum).

2.5. FITOQUIMICA

Respecto a los atributos fitoquimicos, farmacologicos, terapéuticos y de valor

industrial que Capsicum presenta, se han desarrollado estudios de caracterizacion
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acerca de su composicion metabdlica en capsaicinoides (Schweiggert et al., 2006;
Liu et al., 2013; Barbero et al., 2014; Ramirez-Meraz, 2018; Naves et al., 2019),
debido a la importancia industrial, farmacéutica y alimenticia que tienen los
capsaicinoides, se han realizado diversos estudios para cuantificar el nivel de picor
en diferentes tipos de chiles de especies domesticadas y silvestres, asi como en
variedades mejoradas (Canto-Flick et al., 2008; Bosland et al., 2012; Meckelmann
et al., 2013; Naves et al., 2019; Konishi et al., 2019). El principal uso médico de
estos metabolitos es como analgésico, y se ha descrito su utilidad para disminuir
dolores de cabeza, trastornos neuropaticos y artritis (Guzman et al.,, 2011;
Varghese et al., 2017). Los capsaicinoides son propios del género Capsicum, son
metabolitos relacionados con la pungencia, caracteristica regulada por la expresion
de 18 genes, empiezan su acumulacion a partir del dia 20 después de la antesis,
se almacenan en pequefias vesiculas de la epidermis de la placenta de los frutos,
y confieren la sensacion de picor cuando son ingeridos por humanos y mamiferos
(Stewart et al., 2007; Naves et al., 2019; Zhang et al., 2022). Se han identificado
alrededor de 20 diferentes compuestos capsaicinoides, los cuales se sintetizan a
partir de la vainillilamina y un &cido graso; capsaicina y dihidrocapsaicina son los
principales compuestos que dan lugar al 90 % del total de capsaicinoides que
contiene un fruto de chile (Vazquez-Flota et al., 2007). Tipicamente, las unidades
de picor se expresan en unidades Scoville (SHU, Scoville Heat Units), unidades
establecidas por Scoville en 1912, donde 1 ppm equivale a 16 SHU (Guzman et al.,
2011). Entre los més picosos del mundo, se encuentra la variedad denominada
‘Trinidad Moruga Scorpion’ que alcanza mas de 2 millones de SHU; ésta fue
resultado de la cruza entre C. chinense y C. frutescens (Bosland et al., 2012);
perfiles de acidos grasos (Keum et al., 2012; Jarret et al., 2013; De Souza et al.,
2015), los acidos grasos no saturados se encuentran en mayor proporcién en las
semillas, en comparacion con el pericarpio de frutos de C. annuum (Kim et al., 2002;
Naves et al., 2019). Los principales acidos grasos encontrados en semillas son:
linoleico (C18:2), oleico (C18:1), palmitico (C16:0) y estearico (C18:0) (Jarret et al.,
2013); perfil de carotenoides individuales (Giuffrida et al., 2013), la coloracién de
los chiles se debe a la presencia de compuestos carotenoides que son sintetizados
durante la maduracion del fruto (Hornero-Méndez et al., 2002). La riqueza en

pigmentos proporciona una gama de coloraciones a los frutos de los chiles, los
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cuales pueden ser rojos, naranja, amarillos, morados y de color café, debido a la
acumulacion de carotenoides en los cromoplastos del pericarpio (Guzman et al.,
2011). Estos carotenoides tienen propiedades benéficas para la salud, son fuente
de antioxidantes, reducen el riesgo de cancer, mejoran la respuesta inmune y
algunos son precursores de vitamina A (Zimmer et al., 2012; Silva et al., 2013), son
también de gran interés para la extraccion del pigmento rojo, y son extraidos como
oleorresinas y utilizados como colorante natural en las industrias cosmeética,
farmacéutica y alimenticia (Guzman et al., 2011), los flavonoides como quercetina
y luteolina (Butcher et al., 2012; Butcher et al., 2013), y tocoferoles (Meckelmann et
al., 2015), estos compuestos aromaticos tienen capacidad antioxidante debido al
namero y ubicacion de los grupos hidroxilo, asi como presencia de dobles enlaces
en su estructura (Rice-Evans et al., 1996). También se ha estudiado la variacion de
estos compuestos quimicos conforme a la madurez de fruto y su regulacion

genética (Rodriguez-Uribe et al., 2012; Liu et al., 2013; Keyhaninejad et al., 2014).

Dadas las cualidades Unicas del fruto de chile, se ha sugerido la ingesta regular de
capsaicinoides por sus beneficios a la salud debido a sus propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antitumorales y adelgazantes, por lo tanto, los
chiles pueden ser considerados alimentos funcionales (Varghese et al., 2017).

2.6. CITOGENETICA

Las especies cultivadas del género Capsicum, asi como sus parientes silvestres,
presentan un niumero cromosoémico de 2n=2x=24 (Pickersgill, 1997). Sin embargo,
algunas de las especies que se desarrollan tipicamente en América del Sur, el
Sureste de Brasil y en Querétaro, México, como son C. ciliatum, C. buforum, C.
campylopodium, C. comutum, C. schottianum y C. villosum tienen 26 cromosomas
(Hernandez-Verdugo et al., 1999).

Las especies de importancia comercial C. chinense y C. frutescens presentan 11
pares de cromosomas metacentricos y un par acrocentrico, contrastando con C.
annuum gque posee 10 pares metacéntricos y dos acroceéntricos (Romero-da Cruz
et al., 2017).
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2.7. DIVERSIDAD GENETICA

La diversidad genética se define como las variaciones heredables que ocurren en
cada organismo, entre los individuos de una poblacién y entre las poblaciones que
pertenecen a una misma especie. La biodiversidad, como producto, se deriva de
los procesos evolutivos que operan sobre dichas variaciones (Lowe et al., 2004).
La domesticacion vegetal es el resultado de un proceso de seleccion artificial
unidireccional de caracteres deseables llevado a cabo por el hombre, con el
propdésito de permitir la adaptacion a condiciones de cultivo (Gepts, 2004). Esto
provoca cambios en las frecuencias fenotipicas y genotipicas de las poblaciones
gue se encuentran bajo manejo, generando divergencias respecto a sus ancestros
silvestres, lo cual implica una pérdida gradual de la diversidad alélica, asi como de
la habilidad de adaptacion a los ambientes naturales y la disminucion de la
capacidad reproductiva y de dispersion (Casas et al., 2007). El uso de
germoplasma silvestre es una alternativa viable frente a la pérdida de diversidad en
plantas cultivadas debido a los procesos de seleccion y domesticacion. Esta
relacion genética cercana posibilita el flujo de genes, constituyéndose en una fuente
primaria de variabilidad y permitiendo la incorporacion de rasgos especificos que
estan presentes solo en las plantas silvestres debido a las condiciones del medio
natural. Ejemplo de estos caracteres son la tolerancia a temperaturas altas o bajas,
sequias, condiciones edaficas particulares como salinidad o acidez, asi como la
produccion de metabolitos secundarios implicados en la respuesta a la incidencia
de plagas y/o enfermedades (Pickersgill, 2007; Khoury et al., 2020; Ji et al., 2020).

Esta diversidad puede no ser aparente u observable en el fenotipo por lo que es
necesario recurrir a distintos métodos. La forma mas directa de estudiar la variacion
entre un conjunto de organismos, es mediante la comparacion de secuencias
nucleotidicas que integran los genes que portan los individuos de una poblacién
determinada. El reciente desarrollo de la Biologia Molecular y las nuevas
herramientas experimentales permiten identificar y utilizar esta variacion cuyas
fuentes principales son la mutacién, la hibridacion y la migracién (Manzila et al.,
2020; Moreno-Peris et al., 2020; Yut et al., 2021).

La mutacion es considerada como la principal fuente de variacion, consiste en
cambios aleatorios, que ocurren en baja frecuencia, en la secuencia normal de
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nucleétidos del material genético de un individuo; éstas pueden ocurrir de forma
espontanea, por ejemplo durante la replicacion del ADN o ser inducidas mediante
radiaciones ionizantes (rayos X, y 0 luz ultravioleta) o quimicos mutagénicos
(agentes intercalantes, alquilantes o desaminantes). Solo aquellas mutaciones que
ocurren en células germinales, son transmitidas a la descendencia generando

variacion en las poblaciones (Krebs et al., 2018; Manzila et al., 2020).

El conocimiento de la diversidad genética puede ser utilizado en diferentes ambitos,
por ejemplo: a) evaluacion de la capacidad de respuesta frente a cambios
ambientales naturales o inducidos; b) estudio de riesgos de la pérdida de especies,
poblaciones y recursos genéticos; c) determinacion de la rigueza genética y de su
distribucion geogréfica; d) entendimiento de la forma, la velocidad y las causas de
la pérdida de la diversidad; e) evaluacion de los riesgos de introduccion de
enfermedades, plagas, especies invasoras, variedades mejoradas y modifcadas
genéticamente sobre las poblaciones y especies nativas; f) planeaciéon de
estrategias de mejoramiento y conservacion de recursos fitogenéticos (Pifieiro et
al., 2008).

2.8. DIVERSIDAD GENETICA EN EL GENERO Capsicum

Los recursos fitogenéticos relacionados con el género Capsicum, adquieren gran
relevancia por el potencial genético que presentan y por la base para obtener
variedades mejoradas (Parry et al., 2021). 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 estudios desarrollados por
Corona-Torres et al. (2000), quienes identificaron alta diversidad genética de
poblaciones de C. annuum y C. chinense medida por isoenzimas. 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-Ngjera 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
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de la descripcion morfologica in situ e hicieron la identificacion de variables ideales

para su caracterizacion.

La domesticacion de Capsicum annuum ocurrida en México generé amplia
diversidad fenotipica (Hill et al., 2013; Kraft et al., 2014; Xiao-min et al., 2016), 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 tamarios, formas e intensidades de color, tanto en estado
inmaduro como en la madurez, heterogeneidad fenotipica que se observa a traves
de sus morfotipos y poblaciones nativas de chile, que cumplen multiples
satisfactores antropocéntricos (Camacho et al., 2005; Parry et al., 2021). En cada
poblacidén 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).

2.9. CONSERVACION DE RECURSOS FITOGENETICOS

Desde el punto de vista de la conservacion de recursos fitogenéticos, asi como del
mejoramiento vegetal, se persigue como principal objetivo estudiar, medir y
determinar la variacion que existe entre y dentro de los individuos de una misma

poblacién o de poblaciones geograficamente distantes (Donald, 2004).

Con el fin de evitar la erosion genética debido a la pérdida de cultivos tradicionales
se debe enfatizar en la preservaciéon de los recursos fitogenéticos como fuente de
variacion genética, para futuras adaptaciones a los cambios climéticos, resistencia
a plagas y enfermedades, sin descuidar la calidad y productividad de dichos
recursos (Iriondo, 2001). Existen dos grandes niveles de conservacion, in situ y ex
situ; el primero implica la conservacion de los entornos naturales donde se
encuentran los organismos de interés, la segunda permite la conservacion de los
mismos fuera de su ambiente, existiendo diversos métodos en cada nivel, donde
los mas importantes para la conservacion de plantas cultivadas son el cultivo en
campo de variedades tradicionales y los bancos de germoplasma (Iriondo, 2001).
La diversidad genética contribuye a la productividad, sostenibilidad y estabilidad de

los sistemas agricolas. La pérdida acelerada interfiere con la satisfaccion de la
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creciente demanda de productos agroalimentarios, con la conservacion de la
variabilidad genética, con los servicios ecosistémicos y, por lo tanto, con el

bienestar de las poblaciones humanas (Kessier et al., 2007; Khoury et al., 2020).

La pérdida de agrobiodiversidad, como conjunto, ha sido propiciada principalmente
por cambios en el uso de suelo y de la cobertura vegetal, resultando en la
transformacion de los ambientes por deforestacion y/o desertificacion (Pascual &
Perrings, 2007).

La conservacion de los recursos genéticos vegetales es esencial para preservar
atributos o caracteristicas de interés, asi como para disponer de genes de
importancia para el fitomejoramiento (Charafi et al., 2008). Desde este punto de
vista, los recursos fitogenéticos constituyen la base biolégica de la seguridad
alimentaria, ya que, de forma directa o indirecta, sostienen los medios de
subsistencia. Por tanto, su conservacion y uso sostenible son necesarios para
garantizar la produccion agricola y satisfacer los crecientes desafios ambientales y
el cambio climatico (FAO, 2010).

2.10. CARACTERIZACION DE GERMOPLASMA

La caracterizacion permite describir, cuantificar y clasificar la diversidad fenotipica
y genética de las poblaciones mediante el uso de descriptores definidos, y posibilita
identificar variantes individuales que resultan de la interaccion dinamica de
adaptacion con los factores ambientales en los que se desarrolla esta poblacion, ya
qgue en su interaccion adaptativa las poblaciones acumulan informacién genética
que a manera de variantes, cada especie va incorporando entre sus miembros
(Franco & Hidalgo, 2003; Hernandez, 2013; Ulhoa et al., 2017).

En los organismos vivos existe una amplia variedad de formas morfoldgicas que los
distinguen entre si. Esta variabilidad o polimorfismo genético, ocurre en forma
natural dentro y entre diferentes poblaciones de organismos. Cualquier diferencia
genética detectable en los individuos sirve como una etiqueta o marcador genético
gue se convertird en un rasgo caracteristico propio de cada individuo o de cierto
grupo de individuos (Franco & Hidalgo, 2003).
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Un descriptor es una caracteristica o atributo cuya expresion es facil de medir,
registrar o evaluar y que hace referencia a la forma, estructura o comportamiento
de una accesion. Los descriptores son empleados en la caracterizacion y
evaluacion de accesiones debido a que ayudan a expresar un atributo de
manera precisa y uniforme, lo que simplifica la clasificacion, el
almacenamiento, la recuperaciéon y el uso de los datos (Franco & Hidalgo, 2003;
Hernandez, 2013).

La caracterizacion de colectas se ha basado en el empleo de caracteres
morfolégicos y/o agrondémicos. No obstante el uso de marcadores morfologicos a
través de descriptores tiene muchas limitantes, debido a que su expresion puede
estar sujeta a factores ambientales o fenoldgicos. Con frecuencia estos marcadores
pueden ser evaluados a nivel de toda la planta y cuando ésta llega a su estado
adulto. Para los investigadores tomar los datos hasta estado adulto significa una
espera que se refleja en atraso. Por otro lado actualmente se han desarrollado
meétodos de identificacién y caracterizacion basados en el uso de marcadores
moleculares que superan en la gran mayoria de los casos las limitantes de los
métodos tradicionales (Azofeita—Delgado, 2006; Naresh et al.,, 2018; Escoto-
Sandoval et al., 2021), estos marcadores moleculares estdn basados en las
variaciones del ADN, ya que presentan la caracteristica de no ser afectados por el
ambiente y dependen directamente de las propiedades del ADN, las cuales no
cambian aungue las plantas estén sujetas a condiciones ambientales cambiantes
(Naresh et al, 2018).

La caracterizacion de cierto material vegetal particular consiste en la determinacion
de atributos especificos que permitan diferenciarlo de manera clara de otros entes
similares o0 relacionados. Generalmente con propositos de clasificacion,
identificacion y/o determinacién de organismos, analisis de diversidad genética,
gestion de bancos de germoplasma, definicion de variedades comerciales,
conservacion y uso racional de los recursos fitogenéticos y busqueda de
marcadores Utiles para el mejoramiento vegetal (Gonzalez-Andrés, 2001; Ulhoa et
al., 2017; Khoury et al., 2020).

En el caso de chile se ha definido una lista de los principales descriptores

morfolégicos para el género Capsicum, con el fin de generar informacién
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homogénea y compatible, ademas de hacer més eficiente el manejo de datos y del
germoplasma (IPGRI, 1995). Estos caracteres consideran atributos de las flores,
semillas y frutos principalmente; sin embargo, el reconocimiento de las distintas
variedades por medio de estas caracteristicas puede resultar confuso o complicado,
debido a que puede haber sobreposicibn u homogeneidad en algunos factores
fenotipicos, compartidos por variedades distintas (Pickersgill, 2007; Haralayya y
Asha, 2017; Ulhoa et al., 2017).

2.11. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Para llevar a cabo la caracterizacion y evaluacion de materiales vegetales se
utilizan caracteres seleccionados que son utiles en la descripcion de una muestra.
Los estados de un caracter o descriptor son los valores que puede asumir en las
diferentes escalas de medicion ya sea nominal o categérica, ordinal, de intervalo o
de proporcién. Estos descriptores deben presentar preferentemente caracteristicas
inherentes como: facil observacion, alto poder discriminante, baja influencia
ambiental y homologia (Hidalgo, 2003; Ulhoa et al., 2017).

Tradicionalmente la caracterizacion e identificacion de organismos vegetales se ha
basado en el empleo de rasgos morfolégicos y/o agrondmicos, no obstante, su uso
presenta algunas limitaciones pues su expresion diferencial puede estar sujeta a
factores fenologicos, climaticos, edaficos o nutrimentales. Por otro lado, se deben
incluir todas las estructuras de la planta y ésta debe encontrarse en estado adulto,
lo cual puede dificultarse en especies cuyos ciclos de vida son prolongados
(Tanksley, 1983; Staub et al., 1996; Haralayya et al., 2017). Con el propdésito de
reducir la heterogeneidad y uniformizar los caracteres utilizados, se han
desarrollado listas de descriptores simplificando la recuperacion de la informacioén.
Estas guias se elaboran considerando los antecedentes para especies 0 géneros
relacionados Yy restringiendo el nimero de caracteristicas que permiten estimar la
variabilidad, discriminar grupos y diferenciar accesiones individuales (Abadie &
Berretta, 2010). El IPGRI (1995) sugieren que en la caracterizacion morfolégica se
deben registrar aquellos caracteres altamente heredables, que pueden ser

facilmente evaluados a simple vista y se expresan en todos los ambientes
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En Capsicum se han caracterizado morfolégicamente diversos érganos de la
planta, estructuras reproductivas, fruto y componentes del rendimiento (Toledo-
Aguilar et al., 2011; Castellon et al., 2014). Tal caracterizacion permite la valoracion
y conservacion genética, 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; Martinez-
Sanchez et al., 2010; Abu et al., 2019; Parry et al., 2021).

2.12. CARACTERIZACION MOLECULAR

Con el advenimiento de las herramientas biotecnoldgicas, diversas estrategias de
analisis genético estan disponibles y se han aplicado en el estudio de tan importante
recurso fitogenético. Marcadores isoenzimaticos (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
taxondmica (Adetula & Olakojo, 2006; Albrech et al., 2012; Hill et al., 2013; Galvez-
Mufoz et al., 2021; Yu et al., 2021; Escoto-Sandoval et al., 2021). En afos
recientes, los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) han adquirido gran
importancia en el andlisis genético de Capsicum y han contribuido al conocimiento
de su variabilidad genética (Nagy et al., 2007; Portis et al., 2007; Patel et al., 2011,
Dhaliwal et al., 2014; Carvalho et al., 2017; Galvez-Mufioz et al., 2021), mapeo
genomico (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 (Juhasz et al., 2006) y analisis de estructura genética
(Ibiza et al., 2012; Pacheco-Olvera et al., 2012), éstos reducen el niamero de
caracteres de estudio y estan libres de efectos ambientales, pleiotropicos y

epigenéticos (Singh et al., 2008; Rana et al, 2014; Galvez-Mufioz et al., 2021).

Los marcadores moleculares presentan herencia mendeliana simple y para que
sean considerados de utilidad deben cumplir con ciertas caracteristicas deseables,
por ejemplo, alto grado de polimorfismo o variacion, especificidad de locus,

distribucion amplia en el genoma, reproducibilidad, facilidad en la expresion,
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simplicidad en la identificacién y analisis y posibilidad de automatizacion (Singh et
al., 2015).

2.13. MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores molecualres, permiten visualizar diferencias tangibles entre las
secuencias homologas del ADN de los organismos. Estas diferencias resultan de
cambios o arreglos entre las bases que forman este tipo de moléculas tales como:
translocaciones, inversiones, inserciones o deleciones en regiones homélogas. Por
lo tanto, estos marcadores detectan variaciones directas a nivel del ADN y tienen
ventajas como el hecho de ser dominantes o codominantes, desarrollandose de
manera estable, de carecer de efectos pleiotropicos y sobre todo no estar sujetos
al ambiente (Valadez & Kahl, 2000; Naresh et al., 2018).

En la dltima década, el uso de marcadores de ADN para el estudio de la diversidad
genética de los cultivares ya es rutinario y esta revolucionando la Biologia,
incrementando el desarrollo de técnicas de mas precision, rapidez y bajo costo para
evaluar la variacion genética (Karp et al., 1998; Escoto-Sandoval et al., 2021). Esto
se ve reflejado en la enorme variedad de técnicas que estan emergiendo para su
analisis y que pueden diferir de manera importante con respecto a caracteristicas
tales como la abundancia gendmica necesaria, nivel de polimorfismo detectado,
locus especifico, reproducibilidad, requerimientos técnicos e inversion financiera
(Rahevar et al., 2019).

El desarrollo de marcadores moleculares esta ayudando a eliminar tanto los
inconvenientes de una seleccion basada exclusivamente en el analisis del fenotipo,
asi como a la identificacion de especies y variedades de una forma mas rigurosa y
repetible. Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de
detectar polimorfismos en loci Unicos o mdltiples y son de tipo dominante o
codominante (Ferreira, 1998; Escoto-Sandoval et al., 2021). Ademas, reducen el
tiempo de identificacion de genotipos con caracteristicas asociadas a dichos

marcadores genéticos sin necesidad de esperar su madurez y prueba en ambientes
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diferentes, actualmente se consideran una herramienta complementaria para los

programas de mejoramiento genético (Valadez-Moctezuma & Kahal, 2005).

2.13.1. RFLPs

Los RFLP (Restriction fragment lenght polymorphism- polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion) se detectan mediante el uso de enzimas de restriccion
que cortan moléculas de ADN gendmicos en secuencias de nucleotidos especificos
(sitios de restriccion), lo que produce fragmentos de ADN de tamafio variable. La
identificacion de los fragmentos de ADN gendmico se realiza mediante Southern
blotting, un procedimiento mediante el cual los fragmentos de ADN, separados por
electroforesis, se transfieren a un filtro de nitrocelulosa o nailon (Staub et al, 1996).
El ADN inmovilizado en el filtro se deja hibridar con el ADN de la sonda marcada
radiactivamente. Las sondas suelen ser pequefios segmentos de ADN (500 a 3000
pares de bases (pb)). El filtro se coloca contra la pelicula fotografica, donde la
hibridacién con la sonda radiactiva produce bandas visibles. Tales bandas son

visualizaciones de RFLPs, que son marcadores codominantes (Naresh et al., 2018).

En Capsicum, los RFLP se han utilizado para mapear el gen responsable de los
colores rojo y amarillo CCS (capsantina-capsorubina sintasa) y, a través de la
mutacion inducida, se ha observado que su eliminacion aumenta la intensidad del
color amarillo en los frutos y se activa especificamente durante las etapas finales

de la maduracion (Lefebvre et al., 1998).

2.13.2. RAPDs

Los marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA-ADN polimorfico
amplificado al azar) se generan mediante la amplificacion por PCR de segmentos
aleatorios de ADN gendmico con cebadores unicos, generalmente de 10
nucledtidos de secuencia arbitraria (Bobadilla-Larios et al., 2017). Los
polimorfismos detectados como segmentos de ADN que amplifican en un progenitor
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pero no en otro, son heredados de forma Mendeliana en 90 % de los casos, y

pueden ser utilizados para construir mapas genéticos de gran variedad de especies.

Estos marcadores han sido utilizados con éxito para diferenciar especies cuando
no se cuenta con informacion previa de secuencias. Sin embargo, una de sus
desventajas es que requieren de la optimizacién del experimento, con objeto de
conseguir reproducibilidad en los resultados. El desarrollo posterior de la
metodologia RAPD ha producido otros marcadores basados en PCR, por ejemplo,
marcadores SCAR (regiones amplificadas con secuencia caracterizada) y ASAP

(iniciadores especificos asociados con alelos) (Naresh et al., 2018).

En Capsicum annuum los marcadores RAPD ayudaron en la identificacion varietal
y la prueba de pureza genética, donde se identificaron cuatro RAPD especificos
para tres variedades hibridas y 11 RAPD como utiles para determinar la pureza de
las semillas, especialmente para el control de calidad de semillas (llbi, 2003).
Ademas, mediante el uso de RAPD, se determin6é que se produjo la separacién
entre poblaciones silvestres y domesticadas de C. annuum en el norte de México,
lo que sugiere que la seleccion artificial, que interviene en diferentes direcciones,
produce cambios a nivel genético (Oyama et al., 2006); es una herramienta Gtil en
la deteccién de variabilidad genética y polimorfismo entre diferentes variedades de
C. annuum (Bobadilla—Larios et al., 2017; Carvalho et al., 2017; Galvez-Mufioz et
al., 2021)

2.13.3. AFLPs

Los Polimorfimos de Fragmentos Amplificados de Diferente Longitud (AFLP) se
basan en la amplificacidén selectiva de fragmentos de ADN digeridos con enzimas
de restriccion (Zabeau, 1993). Se generan multiples bandas en cada reaccion de
amplificacion que contiene marcadores de ADN de origen aleatorio. Los AFLP son
cuantitativos, ya que los genotipos heterocigotos y homocigotos pueden
diferenciarse por la intensidad de las bandas amplificadas. La capacidad de esta

tecnologia para generar muchos marcadores con pruebas minimas de cebadores,
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y la alta resolucion del sistema son caracteristicas que hacen que los AFLP sean

atractivos como marcadores genéticos (principalmente dominantes).

Los AFLP se han usado para mapear el gen que determina el picor (locus C del
cromosoma 2) en las poblaciones de progenitores y F2 desarrolladas por C.
frutescens (picante) x C. annuum var. grossum (no picante) (Blum et al., 2003;
Castafidn-Najera et al., 2011), y para caracterizar frutos de chile habanero (Baba
et al., 2015) .

2.13.4. MICROSATELITES

El uso de microsatélites se ha incrementado recientemente, gracias a lo cual se ha
definido un gran numero de microsatélites para Chile (Nagy et al., 2007; Lee et al.,
2004; Naresh et al., 2018). Los marcadores de repeticion de secuencia simple
(SSR), o microsatélites, detectan diferencias en la longitud de las secuencias de
repeticion de mono a hexa-nucleétido. Los marcadores SSR constituyen una
herramienta util para el analisis de diversidad genética, ya que permiten la
deteccion de alelos multiples, son altamente transferibles entre las especies y son
lo suficientemente flexibles para que puedan usarse con varios sistemas de
laboratorio. Se han utilizado ampliamente en mapeo de genoma, etiquetado de
genes, seleccion asistida por marcadores, estimacion de diversidad genética, e
identificacion de variedades (McCouch et al., 1997; Carvalho et al., 2017; Galvez-
Mufioz et al., 2021). Los marcadores SSR se pueden clasificar en dos categorias:
SSR gendmicas y ETS-SSR, que se disefian a partir de secuencias de transcripcion

del genoma completo y ARNm, respetivamente (Kalia et al., 2011).

Se han desarrollado marcadores SSR utiles para el mapeo y la seleccion asistida
por marcadores en el mejoramiento genético de especies de Capsicum y un mapa
de vinculacién que proporciona un mapa genético de referencia para éstas especies

(Minamiyama et al., 2006).

La variabilidad genética encontrada por Gonzalez-Pérez et al., (2014), mediante
microstélites en variedades locales de chile en México, indica alto polimorfismo
genético en accesiones mexicanas de C. annuum, lo que mostrd heterogeneidad

genética y amplia cantidad de alelos exclusivos. En poblaciones nativas de chile
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Poblano C. annuum, Contreras et al. (2011) y Ramirez-Meza (2018) también

encontraron amplia variabilidad genética y diversidad intra poblacional.

2.13.5. SNPs

Los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism- Polimorfismos de un solo nucleétido)
son la técnica de genotipificacion mas nueva y altamente automatizada que puede
detectar cambios en las secuencias de nucleotidos mediante una sustitucion de una
base y polimorfismos en posiciones de una sola base. Dicha variacion es muy
comun en el genoma, por lo tanto, los SNP son muy abundantes. Los SNP utilizan
cadenas de ADN incrustadas en alguna superficie sdlida como chips de silicio o
microarreglos, y son laseres vinculados con computadoras que detectan la
variacion (Staub et al., 1996). En Capsicum se logré la identificacion de 31
accesiones, gue representaron seis especies, mediante la deteccién de variaciones
alélicas de marcadores SNPs a través del analisis de fusion de alta resolucion
(HRM), el método resultd util para la identificacion de germoplasma nuevo (Jeong
et al., 2010).

2.13.6. ISSR

La técnica ISSR (Inter-secuencias simples repetidas), reportada por Zietkjewicz et
al. (1994), es un método basado en PCR, que consiste en la amplificacion del
segmento de ADN presente a una distancia amplificable entre dos regiones de
repeticion de microsatélites idénticas orientadas en direccién opuesta. La técnica
utiliza microsatélites, generalmente de 16 a 25 pb de longitud, como cebadores en
una reaccion de PCR de cebador unico dirigida a mdultiples loci genébmicos para
amplificar principalmente las secuencias inter-ISSR de diferentes tamafos. Las
repeticiones de microsatélites utilizadas como cebadores pueden ser di-nucleétido,
tri-nucleadtido, tetra-nucleotido o penta-nucleotido. Los cebadores utilizados pueden
estar sin anclar (Gupta et al., 1994) o mas generalmente anclados en el extremo 3’
0 5’ con una a cuatro bases degeneradas extendidas (Zietkjewicz et al., 1994).

Los marcadores ISSR no requieren conocimiento previo sobre las secuencias a

amplificar y muestran un alto polimorfismo, segregan principalmente como
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marcadores dominantes siguiendo la herencia mendeliana simple (Gupta et al.,
1994). Este tipo de marcador molecular es empleado para conocer aspectos de
diversidad genética intra e interpoblacional (Davila et al., 2007; Thul et al., 2012,
Ahmed, 2013) y relaciones genéticas y procesos evolutivos entre especies (Du et
al., 2002; Lopez et al., 2019). También proporcionan informacién biogeografica, asi
como caracteristicas ecolégicas de las especies o colecciones de germoplasma
sobre las cuales se desea trabajar (Wallace, 2003). El ISSR-PCR es un método
sencillo y rapido que combina las mejores ventajas de los microsatélites, los AFLP
y la universalidad de los RAPD (Pradeep et al., 2002).

2.13.7. DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA ISSR PARA
DETERMINAR MARCADORES MOLECULARES

Los ISSR son un tipo de marcador genético que permite evaluar los niveles de
variacion entre las regiones microsatélite que se encuentran dispersas en varios
genomas, particularmente el nuclear aunque también se puede encontrar en otros
organelos. Estas regiones consisten en repeticiones en tandem de pares de bases
simples (CT)n 6 (CA)n, ubicadas entre secuencias no repetitivas del genoma
nuclear eucarionte. Los pares de bases repetidos, llamados también SSRs (Simple
sequence repeats) pueden ser penta-, tetra-, tri- y dinucleétidos. La longitud de las
secuencias de los microsatélites tienden a ser altamente variables entre individuos
debido a las altas tasas de mutacion que experimentan, ya que cuando el ADN se
replica durante la meiosis, la ADN polimerasa puede “tartamudear” hacia adelante
o hacia atras en las unidades repetidas, eliminando o agregando unidades a la
cadena (Zietkjewicz et al., 1994; Wolfe, 2000). Estos marcadores son
semiarbitrarios amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a
partir de la presencia de un oligonucleétido o iniciador complementario a un
microsatélite, disefiado para unirse a los pares de bases repetidos de di y
trinucledtidos (evitando los mononuclueétidos presentes en el cloroplasto). Los
iniciadores de ISSR consisten en pares de bases repetidos de di- o trinucleotidos
complementarios a la secuencia del microsatélite. A veces es posible afiadir a esta

secuencia un par de nucleétidos extra arbitrarios en el extremo 3’ 0 en el 5’, que
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jugaran el papel de “anclas” asegurando asi que la amplificacion inicie siempre en

el extremo 5’ 0 en el 3’ del microsatélite (Pradeep, 2002).

Cuando dos secuencias repetidas se presentan dentro de una distancia
amplificable y con una orientacion invertida, el ‘primer’ complementario a ellas
puede inducir la amplificacion del segmento de ADN intermedio. La molécula
generada, con un tamafio particular (peso molecular), se considera un “locus”, que
representa el segmento de ADN entre los microsatélites. Se ha verificado que los
ISSR frecuentemente amplifican de 25 a 50 bandas en una sola reaccion. Este
patrén caracteristico de productos de PCR se considera la “huella digital genética”
de cada individuo analizado. El polimorfismo entre individuos de la misma poblacion
puede detectarse, ya que el analisis es sensible a la presencia/ausencia del
elemento gendmico reconocido por el iniciador y a la longitud de la secuencia

intermedia amplificada (Zietkjewicz et al., 1994; L6pez et al., 2019).

Las bandas ISSR se consideran marcadores dominantes. La presencia de la banda
representa el genotipo dominante (homocigoto o heterocigoto), mientras que su
ausencia representa el genotipo homocigoto recesivo. Se asume que siempre
existen dos alelos por locus. La ausencia de una banda puede deberse a varios
factores: 1. La no existencia de un sitio de union completo al ‘primer’ debido a una
mutacion; 2. rearreglos estructurales en el cromosoma durante la meiosis; 3.
Inserciones o deleciones suficientemente grandes como para aumentar o disminuir

el tamanfo de la banda, de manera que se identifica como un locus diferente.

Finalmente, los marcadores ISSR, no requieren tener un conocimiento previo sobre
las secuencias a amplificar ademas muestran un alto grado de polimorfismo en el
material evaluado, siendo muy utiles en estudios de diversidad genética, filogenia,

genomica y evolucion (Reddy et al., 2002; Thul et al., 2012; Lépez et al., 2019).

2.14. AGRUPAMIENTO DE GENOTIPOS

Los marcadores moleculares han contribuido a los estudios de divergencia y
relacion filogenética entre y dentro de especies vegetales de interés agricola, con

aplicaciones en la organizacion del germoplasma, asi como mejoramiento y

42



genética de plantas. En estos estudios se utilizan técnicas multivariadas, como el
analisis de conglomerados o agrupamientos, para la representacion simplificada de
los resultados. El preambulo de dichos analisis es la construccion de una matriz de

similitud (o distancia) entre los genotipos evaluados (Duarte et al., 1999).

Las variables registradas de marcadores moleculares dominantes (RAPDs 0 ISSR)
son cualitativas. En cada posicion relativa de una banda se tienen dos opciones,
asignar un 1 en caso de presencia y 0 para la ausencia. El nimero de coincidencias
positivas (1,1) se representa por a, y d es el nimero de coincidencias doble cero.
Las discordancias (1,0) y (0,1) son representadas por b y c, respectivamente. Con
base en estas opciones se han construido varios coeficientes de similitud Sisy la
distancia (disimilitud) esta dada por drs=1- Srs (Khattree & Naik, 2000).

2.15. MEJORAMIENTO GENETICO EN EL CULTIVO DE CHILE

Las especies silvestres de las plantas cultivadas son fuente importante de genes
primarios lo cual puede ayudar a resolver problemas de la agricultura actual, tales
como tolerancia o resistencia a sequia, plagas y enfermedades causadas por virus,
salinidad, acame, altas y bajas temperaturas, vida de anaquel, lo cual es posible a
través del fitomejoramiento con la ingenieria genética (Hernandez-Verdugo et al.,
2015; Ramirez et al., 2018; Vijeth et al., 2019; Manzila et al., 2020; Ji et al., 2020),
por lo cual debe asegurarse la conservacion de éstas para posteriores programas
de mejoramiento y/o uso sustentable (Gonzéalez-Cortés et al, 2015; Abu et al.,
2019), en este sentido , el conocimiento de la diversidad morfologica y molecular
de las especies y sus patrones de distribucion geografica es de gran interés para
comprender la evolucion de las especies vegetales, fenotipo, polinizacion y trabajar
en su adecuada conservacion (Solis-Neffa, 2010). Aunado a que en la actualidad
muchos estudios concluyen que para tener una adecuada estimacion de la
diversidad genética dentro del género Capsicum, es necesaria la asociacion entre
los datos agrondmicos, morfolégicos y moleculares (Campos, 2016).

En la dltima década se han obtenido variedades de Capsicum annuum L., con

rasgos de interés agronomico tales como resistencia a factores adversos, mayor
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contenido de compuestos de interés y/o rendimiento y calidad de fruto (Vijeth et al.,
2019; Ji et al., 2020), también se han desarrollado mapas genéticos de capsicum
para determinar con detalle su arquitectura y contenido genético (Mimura et al.,
2012).

El mejoramiento genético del chile necesita de informacidén sobre el genoma de
Capsicum, asi como sobre la diversidad y estructura de poblaciones y sus
relaciones filogenéticas, también deben identificarse genotipos que puedan
aprovecharse en el mejoramiento genético del género, estos datos asistiran y
guiara de forma exitosa los trabajos de mejoramiento asi como la conservaciéon de
dichos recursos genéticos (Pérez-Castafieda et al., 2015; Abu et al., 2019; Yu et
al., 2021).

2.16. CONCLUSIONES
Dada la diversidad genética presente en el género Capsicum, es indispensable que
previo a iniciar un programa de mejoramiento genético se debe conocer la
variabilidad genética que se conserva in situ; y para ello surge la necesidad de
caracterizar morfolégica y molecularmente las colectas de germoplasma de interés
como en este caso lo fue en chile miahuateco, proceso que permita obtener
informacion robusta y confiable sobre genotipos y caracteres de interés para el
fitomejorador y para los agricultores, con la consecuente conservacién de este

germoplasma.
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CAPITULO lIl. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y
MOLECULAR DE 94 COLECTAS DE CHILE MIAHUATECO
(Capsicum annuum L.) NATIVO DE MEXICO

RESUMEN

Al ser una materia prima esencial para la elaboracién del mole poblano, una gama
de platillos tipicos en la gastronomia poblana, y representar uno de los cultivos mas
rentables del valle de Tehuacéan, Puebla, hacen del chile miahuateco (Capsicum
annuum L.) un recurso genético con caracteres agronomicos Uutiles en el
mejoramiento de nuevos cultivares, sin embargo, la diversidad genética en esta
especie ha sido poco valorada. La presente investigacion tuvo como objetivo
caracterizar morfologica y molecularmente 94 accesiones de chile Miahuateco
(Capsicum annuum L.) nativo del Valle de Tehuacan, Puebla. La caracterizacion
morfologica se desarrolld bajo condiciones de invernadero con 58 descriptores
morfologicos para Capsicum del International Plant Genetic Resources Institute
(IPGRI, 1995). La caracterizacion molecular se realiz6 con 24 marcadores
moleculares ISSR que generaron 241 bandas con 64 % de polimorfismo. El
tratamiento estadistico de la informacion morfolégica consistio en analisis de
agrupamiento con el algoritmo de minima varianza de Ward con distancias de
Gower, y discriminante y de comparaciones de medias al considerar los grupos
generados. La informacion de la caracterizacion molecular se traté con un andlisis
de agrupamiento con el algoritmo de minima varianza de Ward y distancias de
Jaccard. Se detectaron 6 grupos morfolégicos definidos por las caracteristicas de
fruto: cavidad peduncular, color, forma, asi como de flores por bifurcacion y frutos
totales. Molecularmente se detectaron 8 grupos, por lo cual la caracterizacion
morfologica y molecular son herramientas complementarias que permiten identificar
la diversidad genética de chile miahuateco. Por la variabilidad encontrada entre las
poblaciones se sugiere que estas podrian ser empleadas para el mejoramiento
genético de este cultivo para caracteres de rendimiento, tamafio, forma y color de
fruto. Sin embargo, antes de su uso es necesario establecer estrategias que
permitan su conservacion, por lo que se sugiere resguardar el 53 % de las
recolectas evaluadas.

Palabras Clave: mejoramiento genético, marcadores moleculares, caracteres
morfoldgicos, recursos genéticos, conservacion de germoplasma.
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ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
94 ACCESSIONS OF MIAHUATECO CHILI PEPPER (Capsicum
annuum L.) NATIVE TO MEXICO

For being an essential raw material for the elaboration of mole poblano, a range of
typical dishes in Pueblan gastronomy, and representing one of the most profitable
crops in Tehuacan Valley, Puebla, Miahuateco chili pepper (Capsicum annuum L.)
Is a resource with useful agronomic characters in the improvement of new cultivars,
however, the genetic diversity in this species has been little valued. The objective
of this research was to characterize morphologically and molecularly 94 accessions
of Miahuateco chili pepper (Capsicum annuum L.) native to Tehuacan Valley,
Puebla. Morphological characterization was developed under greenhouse
conditions with 58 morphological descriptors for Capsicum from the International
Plant Genetic Resources Institute (IPGRI, 1995). Molecular characterization was
performed with 24 ISSR molecular markers that generated 241 bands with 64%
polymorphism. Statistical treatment of morphological information consisted of
grouping analysis with Ward’'s minimum variance algorithm with Gower distances,
discriminant analysis and mean comparisons when considering the generated
groups. Molecular characterization information was treated with a cluster analysis
with Ward’s minimum variance algorithm and Jaccard distances. Six morphological
groups defined by the characteristics of the fruit were detected: peduncle cavity,
color, shape, as well as flowers by bifurcation and total fruits. Molecularly, 8 groups
were detected, for which the morphological and molecular characterization are
complementary tools that allow identifying the genetic diversity of Miahuateco chili
pepper. Due to the variability found between the populations, it is suggested that
these populations could be used for the genetic improvement of this crop for yield
characters, size, shape and color of the fruit. However, before its use it is necessary
to establish strategies that allow its conservation, for which it is suggested to protect
53% of the evaluated accessions.

Key words: genetic breeding, molecular markers, morphological characters,
genetic resources, germplasm conservation.
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3.1. INTRODUCCION

El género Capsicum se conforma por 32 especies, entre las cuales se observa
variacion genética en diferentes caracteres como formas, colores, picor y tamafos
de frutos, de los cuales en México se desarrolld el proceso de domesticacion y
diversificacion (Bosland & Votava, 2012). En las regiones Centro y Sur de México
se observa la conservacion y aprovechamiento de genotipos nativos que han sido
seleccionados durante siglos por los productores de esta hortaliza (Luna-Ruiz et
al., 2018).

Las especies silvestres y criollas son una fuente importante de germoplasma para
el fitomejoramiento porque sus variantes permiten incrementar la base genética de
los cultivos (Marin-Montes et al., 2019; Khoury et al., 2020). Asi, es primordial
conocer los recursos genéticos con los que cuenta el cultivo para establecer
estrategias que permitan su aprovechamiento (Carvalho et al., 2017). Por lo que,
es necesario realizar diversas acciones que coadyuven a este objetivo, entre las
cuales sobresalen la caracterizacion morfoldgica y/o molecular de poblaciones

silvestres y nativas.

Ante el incremento del nUmero de accesiones que son conservadas en bancos de
germoplasma es imprescindible detectar materiales duplicados, para esto es
necesario tomar decisiones a partir de caracterizaciones morfoldgicas, moleculares
y valor antropoceéntrico, lo cual permitird mantener solo genotipos distintos con un

uso potencial (Marin-Montes et al., 2016).

Respecto a evaluaciones morfoldgicas en chile se han realizado diferentes estudios
sobre calidad postcosecha, variacion de fruto, calidad culinaria y nutracéutica
(Ramirez-Meraz, 2018; Moreno-Peris et al., 2020), resistencia a virus (Vijeth et al.,
2019; Manzila et al., 2020; Zhang et al, 2022) tolerancia a factores abiéticos como
salinidad y bajas temperaturas (Ji et al., 2020). A pesar de la importancia que
representan los recursos fitogenéticos, se estima que solo el 20 % de las recolectas
realizadas a nivel mundial han sido caracterizadas, por lo tanto, la funcion principal
de los bancos de germoplasma es de un almacén de semillas (Orton & Ayeni,
2022).
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La variacion genética en plantas puede valorarse mediante marcadores
moleculares basados en PCR (Galvez-Mufioz et al., 2021). En chile se han utilizado
diferentes marcadores, entre los que se encuentran los ISSR (Inter Simples
Sequence Repeats), que permiten la deteccién de polimorfismo significativo en
accesiones de Capsium (Ibarra-Torres et al., 2015; Lopez et al., 2019; Gutiérrez-
Buron et al., 2020).

Debido a que la domesticacion y diversificacion de Capsicum annum L. se
desarrolld en México, es posible que dentro de sus genotipos silvestres y criollos
se podria conservar un amplio reservorio de variantes morfolégicas que resultarian
tiles para el mejoramiento genético de esta hortaliza de importancia econémica
mundial. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue caracterizar
morfologicamente y molecularmente 94 colectas de chile miahuateco (Capsicum
annuum L.) nativos del Valle de Tehuacan, Puebla, y generar una estrategia de

conservacion de uso sostenible para su mejoramiento genético.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Colectas evaluadas

Los genotipos evaluados fueron 94 colectas de chile Miahuateco, del Valle de

Tehuacan, Puebla (Cuadro 1).

Cuadro 1. Colectas de chile Miahuateco evaluadas y su lugar de procedencia.

No. Colectas Lugar de procedencia

59 C4, C6, C9, C10; C12, C13, C14, C15, Santo Nombre, Tlacotepec de
C18, C19, C20, C21; C22, C24, C25, Benito Juarez
C27, C28, C29, C30, C31, C33, C34,
C35, C37, C38, C39, C40, C42, C43;
C44, C46, C47; C49, C50, C53, C54,
C56, C58, C61, C62, C63, C65, C67,

(18°39'35” LNy 97°41'11” LO
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C69; C71, C72, C74, C76, C78, C83,
C84, C87, C90, C92, C93, C94; C118,

C120, C122
2 C125y C130 La Estacion, Tlacotepec de
Benito Juarez
18°41'51” LN y 97°38'53” LO
1 Cl34 La Sabana, Tlacotepec de
Benito Juarez 18°40'09” LN y
97°38'34” LO

32 C144, C149, C150, C151, C156, C157, La Magdalena Cuayucatepec
C163, C164, C167; C168, C170, C171,
C173, C174, C175, C176, C178, C180,
C182, C183, C185; C187, C188, C189,
C191, C194; C202, C203, C204, C213,
C214, C220

18°34'40” LNy 97°29’'14” LO

3.2.2. Caracterizacién morfoldgica

La caracterizacidon morfologica se realizo en octubre de 2020 a mayo de 2021, bajo
condiciones de invernadero tipo “Baticenital” de nivel tecnolégico medio, con
cubierta de polietileno calibre 600 con 70 % de transmision de luz, con ventilacién
frontal, lateral y superior, ubicado en el Centro de Bachillerato Tecnoldgico
Agropecuario No. 184 de Acatlan de Osorio, Puebla (18° 13" 29”LN y 98° 02’ 17"
LO; 1204 msnm).

Las colectas se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades con una
mezcla 3:1 de turba (Kekkila®, Europa) y agrolita (Multiperl®, Mexicana) como
sustrato. El trasplante se realiz6 32 dias después de la siembra, cuando la planta
tuvo 5 hojas verdaderas. Se establecieron en suelo, en camas de 40 cm de ancho,
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30 cm de alto, 80 cm de separacion entre camas, y 40 cm entre plantas, con lo cual
se obtuvo una densidad de plantacion de 2.5 plantas-m=2. Se usé un disefio
experimental de blogues completos al azar con tres repeticiones. La unidad
experimental se conformo por 10 plantas.

El manejo agrondmico se realizé acorde a las necesidades del cultivo. Se realiz6
tutoreo con rafia negra tratada contra rayos UV, el control de mosquita blanca y
trips se realiz6 con Imidacloprid® y Abamectina® respectivamente. Se aplicé
Metalaxil 250® para el control de enfermedades fungosas de raiz. La nutricion se
proporcion6é mediante fertirrigacion con la solucion nutritiva Steiner (1984) a 2.0
dS/m, pH de 6.5, con el siguiente balance i6nico en mEq.I* (Ca: 9.0; Mg: 4.0; K:
7.0; NOs: 12.0; H2POu4: 1.0; SOa4: 7.0).

La caracterizacidon morfoldgica se realizé con los 58 descriptores propuestos por el
IPGRI (1995) para Capsicum (Cuadro 2).

Cuadro 2. Lista de descriptores cuantitativos y cualitativos evaluados durante la

caracterizacion morfolégica de chile Miahuateco.

a) De la planta:
Longitud del tallo a primer bifurcacion
Altura de planta
Diametro de tallo
Ancho de planta
Antocianinas en nudos
Pubescencia del tallo
Numero de ramas en la primera bifurcacion
Numero de ramas por planta
Habito de crecimiento
b) De las estructuras florales:
Numero de pétalos
Color de pétalos
Color de anteras
Posicion de la flor

Flores por bifurcacion
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c) De las estructuras foliares:
Longitud de hoja
Ancho de hoja
Longitud de peciolo
Forma de hoja
Color de hoja
Forma de la lamina foliar
Pubescencia en hojas
d) Del fruto:
Longitud de fruto
Ancho de fruto
Grosor de pericarpio
Longitud del pedunculo
Diametro de pedunculo
Longitud de la placenta
Peso fresco de fruto
Frutos comerciales
Frutos no comerciales
Frutos totales por planta
Color de fruto maduro fresco
Color de fruto en seco
Frutos por bifurcacion
Brillantez de fruto
Posicion del fruto
Forma de fruto
Forma de la seccion longitudinal
Forma de la seccion transversal
Forma del apice
Espesor del pericarpio
Numero predominante de I6culos
Cavidad peduncular
Profudidad de la cavidad peduncular

Presencia de capsaicina en placenta
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Forma del pedunculo
Textura del fruto
Desarrollo del caliz
Desprendimiento del fruto

e) De la semilla:
Numero de semillas por fruto
Peso de 1000 semillas
Color de semilla
Ancho de semilla
Longitud de semilla

f) De la fenologia:
Dias a bifurcacion del tallo principal
Dias a floracion
Dias a fructificacion

Dias en produccién

3.2.3. Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular, se realiz6 en 2021, en el Laboratorio de Mejoramiento
Genético Asistido de la Universidad Autbnoma Chapingo. La extraccion de ADN de
las colectas se llevé a cabo con el método CTAB modificado (Wagner et al., 1987).
La concentracion y calidad de ADN (ng-uL™t) se determiné con un espectrofotdémetro

(“NanoDrop Lite” de “Thermo Scientific”).

La reaccién en cadena de la Tag ADN polimerasa se realizé en 24 iniciadores
(Cuadro 3). Para cada genotipo se emplearon 2.5 uL de ADN (10 ng-puL?) y 22.5 uL
de mezcla de reaccion, la cual consistié de: 5.2 uL de H20 grado Biologia Molecular,
10 puL de dNTP’s (500 uM), 2.5 uL de amortiguador (10X), 1.5 pL de MgCl2 (50 mM),
3.0 pL de iniciador ISSR (10 ng-uLt), 0.3 pL* de enzima Tag ADN polimerasa (5
u-pLt).

La amplificacion se llevo a cabo en un Termociclador modelo Veriti marca AB

Applied Biosystems, con el siguiente programa: un ciclo de predesnaturalizacion

75



con temperatura de 93 °C por 1 min; 40 ciclos de desnaturalizacién, cada uno con:
20 s a 93 °C, 60 s a la temperatura de alineamiento del iniciador empleado y 20 s
a 72 °C; para extension final a 72 °C por 6 min. Los productos amplificados se
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.8 % (Ultrapura Invitrogen No.
16500-500), tefiido con bromuro de etidio (0.6 pug-uL™* en TAE 1 X) y visualidad
mediante un transluminador y el paquete DigiDoc-It®Imagin System UVP.
Posteriormente, se obtuvo la matriz de datos moleculares con la codificacion del
polimorfismo obtenido en los 24 iniciadores, donde 0 fue ausenciay 1 presencia de

la senal del marcador.
3.2.4. Andlisis estadistico

En los caracteres morfolégicos se eliminaron las variables cuantitativas que
presentaban colinealidad a partir de analisis de covarianzas sucesivas.
Posteriormente se consideraron las variables cuantitativas seleccionadas y las
cualitativas para estimar la matriz de distancias de Gower. A partir de las cuales se
genero un agrupamiento con el algoritmo de la minima varianza de Ward, en el cual
el nimero de grupos se determiné con base a los valores de pseudo estadistica t?
(Hotelling, 1951) y la pseudo F (Johnson, 2000).

Para verificar la pertinencia de los grupos generados e identificar los caracteres
responsables de esta agrupacion, se hicieron andlisis discriminantes donde se
consider6 como variable categdrica los grupos generados, aunado se realizaron
pruebas de resustitucion con el objetivo de verificar la ubicacion de colectas en los

grupos (Johnson, 2000).

El andlisis de la caracterizacion molecular consistio en obtener la matriz de
distancias de Jaccard (1912), con la cual se realizdé un analisis de agrupamiento
con el algoritmo de generaciéon del dendrograma de minima varianza de Ward, la
altura de corte se decidié con base en la pseudo estadistica t? (Hotelling, 1951) y la
pseudo F (Johnson, 2000). Con la matriz basica de datos (MBD) se calcul6 el indice
de diversidad genética esperada (He) de Nei (1987), y el indice de Shannon,

mediante el programa GenAlex version 6.5 (Peakall & Smouse, 2012).
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Cuadro 3. Secuencia y temperatura de alineamiento de 24 iniciadores ISSR en

chile Miahuateco.

Temperatura y PP
de Bandas Proporm-on de %)
Iniciador Secuencia loci
alineamiento totales o
oc polimérficos
ISSR1 (CA)sAAGG 60 15 14 93.3
ISSR2 (CA)SAAGCT 62 15 11 73.3
ISSR3 (GA)sCTC 58 13 10 76.9
ISSR4 (AG)sCTC 58 14 7 50
ISSR5 (AC)sCTA 56 8 4 50
ISSR6 (AC)sCTG 58 11 11 100
ISSR7 (AG)sCTG 58 16 11 68.7
ISSR8 (AC)sCTT 56 8 7 87.5
ISSR9 (AG)sC 52 11 7 63.6
ISSR10 (GA)sT 50 9 5 55.5
LOL2 (CT)sGC 56 13 12 92.3
LOL7 (GA)sCC 44 3 33.3
LOLS8 (GT)sCC 44 9 4 44.4
LOL9 (CAC)sGC 38 11 8 72.7
LOL10 (GAG)sGC 38 10 4 40
LOL12 (GTG)sGC 38 5 5 100
MELS1 (CA)6GG 44 8 4 50
MELS2 (GA)GG 44 9 2 22.2
MELS3 (TG):G 46 8 0 0
PIO1 (CA)sAGCT 48 7 7 100
PIO2 (CA)sAGG 46 8 5 62.5
PIO3 (CA)sAGG 48 9 7 77.8
17899A AGCT(GACA)s3 42 7 2 28.6
17898B (CA)sGT 42 8 4 50

PP (%): Porcentaje de Polimorfismo
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Caracterizacion morfoldgica

El andlisis de covarianzas sucesivas permitio reducir la dimensionalidad de la matriz
de datos morfoldgicos y asi cumplir con el supuesto de no colinealidad estadistica.
En este sentido, se omitieron las caracteristicas de numero de frutos comerciales y

diametro de tallo (Cuadro 4).

Cuadro 4. Medidas de variacion en la caracterizacidon morfolégica de colectas de

chile Miahuateco (Capsicum annuum L.).

Variable Media Valor Valor S <2 C.V. ¢
Max. Min. (%)

Longitud de tallo a primer 30.07 39.9 18.7 3.64 13.28 12.12 *k
bifurcacion (cm)

Altura de planta (cm) 117.21 136 92.67 10.04 100.83 8.57 *x
Diametro de tallo (mm) 16.14 19.5 11.7 211 4.46 13.09 *x
Longitud de hoja (mm) 129.01 146.3 105.8 8.91 79.36 6.90 *x
Ancho de hoja (mm) 68.82 81.13 54.17 6.20 38.41 9.01 *x
Longitud de peciolo (mm) 60.79 82.10 40.37 9.54 91.00 15.69 *k
Longitud de fruto (mm) 120.98 159.3 96.57 14.32 205.1 11.84 *x
Ancho de fruto (mm) 39.85 48.83 25.8 11.24 20.05 11.24 *x
Grosor de pericarpio (mm) 241 3.50 1.63 0.41 0.17 16.89 *k
Longitud de pedunculo (mm) 61.64 84.5 43.23 8.61 74.22 13.98 *x
Diametro de pedinculo (mm) 4.48 6.53 3.30 0.75 0.57 16.81 *x
Longitud de placenta (mm) 23.85 36.63 14.23 6.13 37.62 25.71 *k
Peso fresco de fruto (g) 1,600.5 2,253.3 1,054.5 309.2 95,743 19.33 *x
Frutos comerciales 55.17 74.33 39.33 9.67 93.46 17.52 *
Frutos no comerciales 13.35 35.33 1.66 7.42 55.09 55.61 *
Frutos totales 68.51 94.3 45 12.19 148.63 17.79 **
Semilla por fruto 168.72 319.38 54.33 52.75 2,782 31.26 *x
Peso de mil semillas (g) 12.82 16.60 8.83 1.74 3.03 13.58 *k

S: Desviacion estandar; S2: Varianza; C.V.: Coeficiente de Variacion (%); t: Significancia

Los estadisticos empleados para determinar el nimero de grupos, sugirieron la
presencia de seis agrupamientos (Figura 8), los cuales incluyeron 15, 30, 21, 18, 5
y 5 genotipos, de manera respectiva (Cuadro 5). El analisis discriminante corroboré
que las agrupaciones obtenidas mediante agrupamiento jerarquico fueron

correctas. Ademas, este procedimiento determind las variables de mayor expresion
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de la variabilidad morfologica las cuales explicaron el 90.1 % de la variacion
presente en las accesiones evaluadas (Figura 9). Las tres primeras variables
discriminantes (VD) fueron las de mayor importancia. Asi, la VD1 se asocio en
forma negativa con la cavidad peduncular. En contraste la VD2 se asoci6 en forma
negativa con nimero de frutos totales, forma de la seccién longitudinal de fruto y
forma de fruto. La VD3 se asoci6 en forma negativa con nimero de flores y nimero
de frutos por bifurcacion (Figura 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7). A partir de estos resultados, es
posible describir los seis grupos identificados y observar las principales diferencias

morfoldgicas entre las poblaciones evaluadas (Cuadro 5).

De manera similar, en poblaciones de chile nativas de México se reportaron que los
caracteres de flores y fruto son las de mayor importancia para generar los
agrupamientos en esta hortaliza, lo cual coincide con los resultados de esta
investigacion, donde las caracteristicas de fruto: cavidad peduncular, forma de
fruto, forma de la seccion longitudinal, color, y numero de frutos totales favorecio la
discriminacion de colectas, esto coincide con Toledo-Aguilar et al., 2011 y Castellon
et al., 2014 al evaluar variedades nativas de chile poblano, y colectas de chiles
nativos de Oaxaca, respectivamente, donde los resultados muestran que las
diferencias entre las poblaciones de chile caracterizadas estan expresadas

principalmente en caracteristicas fruto.
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Nula Escasa Media Profunda

Figura 1. Caracter discriminante: Cavidad peduncular, en la caracterizacion
morfologica de 94 colectas de chile Miahuateco (Capsicum annuum L.).

Marrén Rojo Negro

Figura 2. Caracter discriminante: Color de fruto, en la caracterizacion morfolégica

de 94 colectas de chile Miahuateco (Capsicum annuum L.).

80



Rectangular Triangular De Cuerno

7 9
Trapezoidal De Corazén

Figura 3. Caracter discriminante: Forma de fruto, en la caracterizacion morfologica
de 94 colectas de chile Miahuateco (Capsicum annuum L.).
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1 3 5 7

De Cuerno Triangular Trapezoidal Rectangular
(Miahuateco)

Figura 4. Caracter discriminante: Forma de la seccion longitudinal de fruto, en
la caracterizacion morfologica de 94 colectas de chile Miahuateco (Capsicum

annuum L.).

1 3 5 7
Circular Rectangular Eliptica Triangular

Figura 5. Caracter discriminante: Forma de la seccion transversal y niumero de
I6culos, en la caracterizacion morfologica de 94 colectas de chile Miahuateco

(Capsicum annuum L.).
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Figura 6. Caracter discriminante: Numero de Flores y/o frutos por bifurcacion,
en la caracterizacién morfolégica de 94 colectas de chile Miahuateco (Capsicum
annuum L.).

Intervalo de 9 a 15 cm

Figura 7. Caracter discriminante: Longitud de fruto, en la caracterizacion
morfologica de 94 colectas de chile Miahuateco (Capsicum annuum L.).
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Figura 8. Dendrograma jerarquico de caracteres morfolégicos, derivado de
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Figura 9. Representacion grafica de variables discriminantes de seis grupos de
colectas nativas de chile Miahuateco, a partir de sus caracteristicas morfologicas.
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Cuadro 5. Descripcion morfologica de los seis grupos identificados en colectas nativas de chile Miahuateco mediante analisis de

agrupamiento.

Grupo

Colecta

Caracteristicas

1

4,10, 24, 37, 38, 40, 43, 44, 61, 65,
78, 84, 125, 203, 213

6, 13, 14, 15, 20, 21, 29, 31, 33, 49,

54,58, 62, 71, 72, 74, 93, 118, 120,

134, 144, 149, 163, 167, 170, 174,
176, 178, 182, 187

9, 19, 25, 35, 50, 67, 83, 87, 90, 130,
156, 157, 168, 173, 175, 185, 188,
189, 191, 194, 214

12, 22, 28, 34, 39, 42, 46, 53, 63, 69,
76, 92, 94, 151, 164, 183, 202, 220

18, 27, 30, 56, 204

47,122, 150, 171, 180

93 % ausencia de cavidad peduncular, 87 % color marrén, 60 % forma
rectangular, 1 flor por bifurcacion

40 % presencia de cavidad peduncular, 93 % color marron, 73 % forma
rectangular, 1 flor por bifurcacion

100 % ausencia de cavidad peduncular, 33 % color rojo, 71 % forma de cuerno,
1 flor por bifurcacion

100 % ausencia de cavidad peduncular, 89 % color marron, 72 % forma
rectangular, 1 flor por bifurcacion

80% ausencia de cavidad peduncular, 100 % color marrén, 40 % forma
trapezoidal, 1 flor por bifurcacion

100 % ausencia de cavidad peduncular, 40 % color negro, 20 % forma de
triangular, 1 flor por bifurcaciéon
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En la prueba de resustitucion realizada con las funciones lineales discriminantes
(Johnson, 2000), se corrobord que el reagrupamiento realizado presenté un 72
% de coincidencias, debido a que 26 de las 94 colectas evaluadas fueron

reubicadas en algun grupo diferente al original.

3.3.2. Caracterizacion molecular

Los 24 iniciadores ISSR utilizados en la caracterizacion molecular generaron 241
bandas, de las cuales 154 fueron polimorficas, lo que representa un polimorfismo
de 64 %, registrando 10 bandas en promedio por iniciador (Cuadro 3). El nUmero
de bandas amplificadas por iniciador oscilo entre 5 (LOL12) y 16 (ISSR7). Los
iniciadores que generaron el mayor numero de bandas polimorficas fueron
ISSR6, LOL12, PIO1, ISSR1, LOL2 e ISSR8, estos iniciadores se caracterizan
porque su base es la secuencia CA, ACy GTG, lo que de acuerdo con Medina
et al., 2015, los iniciadores con repeticiones de base CA son los mas informativos

en estudios moleculares.

La variacion genética encontrada en chile miahuateco de acuerdo a la
heterocigosidad esperada (He) fue de 0.344, lo cual coindice con Contreras et
al., 2011 quien al evaluar la diversidad genética en México de variedades nativas
de chile Poblano con 24 microsatélites encontraron 220 alelos con 80 % de
polimorfismo, donde dos poblaciones incluidas de chile miahuateco mostraron
una He de 0.477; Loépez-Espinoza et al, (2018), encontraron 98 % de
polimorfismo en 60 poblaciones de chile habanero con tres iniciadores ISSR con
una He de 0.40; resultados similares fueron los de Galvez-Mufioz et al., 2021,
quienes encontraron 229 alelos de ellos 70 fueron polimorficos con una variacion
genética 0.448 al utilizar cuatro marcadores microsatélites para estimar la
diversidad genética de chiles silvestres de Tabasco y Chiapas, México; por su
parte, Dhaliwal et al., 2014 al utilizar 27 microsatélites en 64 accesiones de tres

especies de Capsicum de la India (C. Annuum, C. chinense y C. frutescens )
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obtuvieron 75 alelos en total con 2.78 alelos por locus; Tsonev et al.,, 2017
reportaron valores promedios de diversidad genética de 0.214 en genotipos
criollos de Capsicum de Bulgaria, mientras que Shiferaw et al., 2017 observaron
rangos de variacion genética de 0.03 a 0.19 en chiles criollos de Etiopia, lo
anterior indica que las poblaciones de México tienen mayor variacion genética
gue podria ser utilizada en la mejora genética de esta especie y por lo cual,
México es considerado centro de domesticacion y diversificacion de Capsicum
annuum L. Lo anterior enfatiza en la importancia de usar marcadores que
permitan identificar mayor polimorfismo en las poblaciones de estudio, como lo
han sido el uso de microsatélites e ISSR para detectar variaciones entre
genotipos e identificar candidatos para futuros programas de mejoramiento
(Parry, 2021).

El indice de diversidad de Shannon encontrado en chile miahuateco fue de 0.52,
lo cual coincide con el indice encontrado por LOpez-Espinoza et al, (2018) en el
analisis de 60 poblaciones de chile habanero con tres iniciadores ISSR donde se
obtuvo un I. de 0.59, lo cual indica una diversidad intermedia entre las
poblaciones estudiadas.

3.3.3. Andlisis de agrupamiento

Las distancias genéticas de Jaccard, junto con el método de Ward, generaron el
dendrograma de agrupamiento jerarquico el cual identificé ocho grupos (Figura
10).
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Figura 10. Dendrograma jerarquico generado a partir de 154 bandas polimorficas
con la distancia de Jaccard y algoritmo de minima varianza de Ward en 94

colectas de chile Miahuateco.

3.3.4. Evaluacién conjunta

El andlisis conjunto de dos tipos de caracterizaciones permite disefiar estrategias

de mejoramiento genético y conservacion de genotipos, elegir dentro de cada

grupo aquellos genotipos con mejores caracteres para el cultivo, y en este caso

gue conserven las caracteristicas distintivas de fruto del chile miahuateco, por lo

gue ambas caracterizaciones son estudios complementarios que permiten definir
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de mejor manera la variabilidad genética (Marin-Montes et al., 2019; Brilhante et

al., 2021). Al comparar los resultados de ambos agrupamientos solo 12 colectas

(12.8 %) se ubicaron en el mismo grupo para ambas caracterizaciones (Cuadro

6).

Cuadro 6. Subgrupos generados por las caracterizaciones morfolégica vy

molecular de 94 colectas nativas de chile Miahuateco.

Grupos de la caracterizacion morfologica

1 2 3 4 5 6
1 10 AMRP 62 AMRFP, 9 AMP,19 AMFP 12 AM 0 0
163 AMP
2 24 AMRF 49 PMR,176 AM, 189 AR 22 AN,28 AM, 0 0
178 PM 39 AM, 94 AM
—
@

5 3 44 PMRP, 6 PMRFP,71 AMRP, 175 AMFP 34 AMRP,46 ANP, 18 AMRFP 122 AMRFP,
8 84 AMRP 187 PRP 164 AMP, 220 AMP 150ARP
o
E 4 38 ANRP, 58 PMRFP, 35 AMRP, 63 AMP,69 AMP, 27 AMRFP, 180 ANRP
c 43 AMRP, 74 AMRP, 50 AMRFP, 76 AMRP, 30 AMRP,

‘9 213 AMP 118 AMRP, 83 AMP, 90 ANRP, 151 AMRP, 56 AMFP
% 120 PMRFP, 173 AMP, 183 AMP,202 AMRP
N 144 PMP 191 ARRFP,
=

194 ARP

o
Q
E 5 65 AMRP, 93 PMF,134 ARF, 67 ARRP,87 AR, 53 AMRP 0 0
8 78 AM 149 AM,167 AM, 156 AMF,

o] 170 PMR 157 AMF,185 AMP

% 6 61 AMRP, 20 AMRP,29 PMP, 130 ARFP, 0 0 47 AMP
%) 125 AR 31 AM 168 AM,214 AMRP
@]

Q.
2
(D 7 4 AMRP 14 AMP,15 AMRP, 0 92AMRFP 204PMRF 0
21 PMR,33 AMR
8 37 AM, 13 AMP,54 AMR, 25 AMR,188 AR 42AMR 0 171 ANR
40 AMR, 72 AM,174 PMP,
203 AM 182 AMRF

P: Presencia; A: Ausencia de cavidad peduncular; Color de Fruto: M: Marrén; R: Rojo; N: Negro; R: rendimiento

sobresaliente (>1600 g-pY); F: sobresaliente produccion de frutos comerciales (> 60 f-p); P: Mayor presencia de bandas

(> 120)
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3.3.5. Estrategia de conservacion

La variabilidad genética identificada en chile miahuateco, es de gran importancia
para la seleccion de genotipos acorde a caracteres de interés agronomico, por lo
gue es necesario su resguardo en un banco de germoplasma para garantizar la
proteccion de la mayor diversidad genética posible. En el presente estudio se
puede alcanzar este objetivo al conservar como minimo las 50 colectas mas
representativas con las caracteristicas que definen al fruto de chile miahuateco
(ausencia de cavidad peduncular, tamafio, forma, color y numero de frutos
totales) y su polimorfismo molecular (Cuadro 5, 6) lo que representa un 53 % de
este germoplasma; o bien mediante una mezcla homogénea de semillas dentro
de cada subgrupo, lo cual concuerda con Biasutti et al., 2007, quienes refieren
gue no hay un patron universal para definir el tamafio de muestra de una
poblacién para ser resguardada en un banco de germoplasma, si no que esto
estara en funcion del germoplasma disponible, su rol de uso en la sociedad, y las
caracteristicas agronomicas que lo identifican y que hacen de interés su
conservacion, pero evitando la acumulacion repetitiva de accesiones en los

bancos de germoplasma (Orton & Ayeni, 2022).
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CONCLUSIONES

Se encontré una alta variabilidad entre las colectas evaluadas de chile
miahuateco, misma que estuvo determinada principalmente por caracteres del
fruto. Dicha variabilidad puede ser de utilidad para iniciar un programa de
mejoramiento genético de éste tipo nativo de chile, por lo cual se recomienda el

resguardo de 53 % de las colectas.

La caracterizacion morfolégica con descriptores del IPGRI y molecular con
marcadores ISSR, son estrategias complementarias para conocer la diversidad
genética de poblaciones de chile miahuateco, al tempo que favorece la seleccion

de genotipos de interés y el alcance de su resguardo.

Los caracteres de cavidad peduncular, tamafio, forma, color y numero de frutos
totales, son los caracteres con mayor capacidad discriminante entre genotipos de

chile miahuateco.
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CAPITULO IV. GUIA PARA LA CARACTERIZACION
MORFOLOGICA DE CHILE MIAHUATECO

(Capsicum annuum L.)

RESUMEN

La caracterizacion es un conjunto de observaciones que permiten distinguir a una
poblacion de plantas que constituyen una variedad vegetal, a través de
caracteres o0 expresiones fenotipicas propias de ésta que permiten su
identificacion, descripcion y distincion, esto a través de un documento guia que
para el caso de México expide la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER) a traves del Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas
(SNICS), donde contiene la descripcion de los caracteres pertinentes y la
metodologia para su evaluacion, esto permite describir una poblacion de plantas
gue constituyen una variedad vegetal para su identificacion y distincion, a través
de la proteccion vegetal como mecanismo que proporciona y fomenta un sistema
eficaz para el resguardo de nuevas variedades vegetales en beneficio de la
sociedad. Con el propésito de contribuir a la caraterizacion y registro de
variedades nativas de chile miahuateco, se elaboré la Guia Técnica para la
caracterizacion morfologica de chile miahuateco (Capsicum annuum L.), en la
cual se establecen los lineamientos para la descripcion de variedades vegetales
nativas de este tipo de chile con fines de descripcion varietal y certificacion de su
semilla, basada en las caracteristicas de distincion, homogeneidad y estabilidad.

Palabras Clave: Capsicum annuun L., caracterizacion morfoldgica, variedad
nativa

98



ABSTRACT
GUIDE FOR MIAHUATECO CHILI PEPPER (Capsicum annuum
L.) MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION

Characterization is defined as a set of observations that allow distinguishing a
population of plants that constitute a plant variety, through its own phenotypic
characters or expressions that allow its identification, description and distinction,
this through a guide document that, in the case of Mexico, is issued by the Ministry
of Agriculture and Rural Development (SADER) through the National Seed
Inspection and Certification Service (SNICS), where it contains the description of
the pertinent characters and the methodology for evaluation. This methodology
allows describing a population of plants that constitute a plant variety for their
identification and distinction, through plant protection as a mechanism that
provides and promotes an effective system for protection of new plant varieties
for the benefit of society. With the purpose of contributing to the characterization
and registration of native varieties of Miahuateco chili pepper, a Technical Guide
for Miahuateco chili pepper (Capsicum annuum L.) morphological
characterization was prepared, in which the guidelines for description of native
plant varieties are established for purposes of varietal description and certification

of its seed, based on characteristics of distinction, homogeneity and stability.

Key words: Capsicum annuun L., morphological characterization, native variety.
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4.1. INTRODUCCION

Las especies silvestres son fuente importante de germoplasma para el
fitomejoramiento (Castellon et al., 2014; Gonzalez-Cortés et al., 2015; Khoury et
al., 2020; Parry et al., 2021), el conocimiento de esta biodiversidad es de gran
importancia para la conservacion inmediata de los recursos genéticos, lo cual
obliga a contar con un inventario que permita cuantificar y conservar en forma
eficaz la variacibn genética detectada, con el fin de lograr un uso y
aprovechamiento sustentable del germoplasma; asi mismo, una vez que los
recursos fitogenéticos disponibles han sido caracterizados, es posible decidir
cudles accesiones seran utilizadas en los programas de mejoramiento para
realizar las cruzas y aumentar la expansion de la base genética con sus
respectivo resguardo en bancos de germoplasma (Florido et al., 2008; Carvalho
et al.,2017; Abu et al.,, 2019), sin embargo, a pesar de la importancia que
representa el conocer las caracteristicas y patrones de variacion genética de los
recursos geneticos, se estima que 80 % de las colectas realizadas a nivel mundial
no se han caracterizado y 95 % siguen sin evaluacion agronémica; por lo que la
funcién de los bancos de germoplasma se limita a almacén de semillas (Orton &
Ayeni, 2022). Ante el crecimiento del nUmero de accesiones a conservar, es
imprescindible detectar y eliminar materiales duplicados y, adicionalmente,
descubrir el valor de las colecciones conservadas Castellon et al., 2014. Lo
anterior deriva en la necesidad de realizar diversas acciones entre las que
sobresalen la caracterizacion morfolégica. Esto facilitara y potencializara el
adecuado uso de germoplasma vegetal al tener identificados los caracteres
agrondmicos de interés para un programa de mejoramiento genético (Castafion-
Najera et al., 2010). Se entiende por caracterizacion a la descripcion y
documentacion de la variacion que existe en la coleccion de germoplasma, en
términos de caracteristicas morfolégicas y fenolégicas que presentan alta
heredabilidad (Hinthum, 1995). En el caso de la caracterizacion morfologica del
género Capsicum, se cuenta con un documento base emitido por el IPGRI (1995)

y UPOV (2011), y uno especifico de Capsicum annuum L. para el caso de México
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emitido por la SAGARPA-SNICS (2014), que contiene la descripcion de los
caracteres pertinentes y la metodologia para su evaluacién, con un conjunto de
observaciones que permiten la identificacion, descripcion y distincion de una
poblacion de plantas que constituyen una variedad vegetal de chile (SAGARPA.-
SNICS, 2014), y apartir de este documento se gener6 de forma particular la Guia
técnica para la caracterizacion morfolégica de chile Miahuateco, la cual se
utilizara como instrumento para el registro de variedades nativas de este tipo de

chile.

4.2. GUIA TECNICA PARA LA CARACTERIZACION
MORFOLOGICA DE CHILE MIAHUATECO (Capsicum
annuum L.).
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Seccion Uno: Notas Técnicas

1.1. Objetivo de aplicacion de esta guia

La presente guia establece los lineamientos para la descripcion de variedades
vegetales de chile Miahuateco (Capsicum annuun L.) con fines de descripcion
varietal y certificacion de su semilla, basada en las caracteristicas de distincion,
homogeneidad y estabilidad de variedades. Asi mismo, su cumplimiento es

obligatorio en el registro y expedicion del titulo de obtentor.
1.2. Definiciones

Los conceptos descritos en la presente guia son extraidos de la Guia Técnica
para la Descripcion Varietal de Chile (Capsicum annuum L.) de SAGARPA-
SNICS (2014); Guia UPOV (2011); Ley Federal de produccion, comercializacion
y certificacion de semillas del DOF (2007); Ley de variedades vegetales del DOF
(1996); IPGRI (1995) vy, su aplicacién es dirigida a la descripciéon y certificacion

varietal.

Caracteres pertinentes: Expresiones fenotipicas propias de la variedad vegetal
que permiten su identificacidn, descripcién y distincion.

Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNVV): Documento que enlista
las variedades vegetales cuyos caracteres pertinentes han sido descritos
conforme a las guias de cada especie, para garantizar su identidad genética,

descripcion y distincion.
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Descripcion varietal: Informe técnico en el que se especifican los caracteres

pertinentes de una variedad vegetal, de acuerdo con la guia especifica, y que

permite evaluar la identidad genética.

Caracterizacion: Conjunto de observaciones que permiten distinguir a una

poblacion de plantas que constituyen una variedad vegetal.

Distinta: Una variedad vegetal tendra esta caracteristica, cuando existan uno o
varios caracteres pertinentes, que permitan diferenciarla claramente de cualquier
otra variedad, cuya existencia sea conocida en el momento de solicitar la

proteccion.

Estable: Una variedad o poblacion es estable si los caracteres pertinentes de
ésta, se mantienen con un alto nivel de homogeneidad tras sucesivas

producciones, en los términos de las guias técnicas correspondientes.

Evaluacion: Valoracién que se realiza con base en la guia técnica propia de la
especie, para caracterizar una variedad o poblacion vegetal que se desea
inscribir en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales, o para recibir el titulo

de obtentor.

Guia: Documento que expide la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER) a través del Servicio Nacional de Inspeccién y Certificacion de Semillas
(SNICS), que contiene la descripcion de los caracteres pertinentes y la
metodologia para su evaluacion. Permite describir una poblacion de plantas que

constituyen una variedad vegetal para su identificacion y distincion.
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Homogénea: Una variedad vegetal tendra esta cualidad cuando sus caracteres

que la identifican y definen son uniformes; a reserva de la variacion previsible

debido al tipo de reproduccién, ya sea sexual o asexual.
Identidad genética: Variedad vegetal que en campo presenta homogeneidad.

Obtentor: Persona fisica o0 moral que mediante algin proceso de mejoramiento,

obtiene y desarrolla una variedad vegetal de cualquier género o especie.

Titulo de obtentor: Reconocimiento por parte del Estado, a través del SNICS, a
favor de una persona fisica o moral quien demostré, haber obtenido y
desarrollado una nueva variedad vegetal de cualquier género o especie mediante

un proceso de mejoramiento genético.

Proteccion vegetal: Mecanismos o procedimientos que proporcionan vy
fomentan un sistema eficaz para el resguardo de nuevas variedades vegetales

para beneficio de la sociedad.

Solicitante: Persona fisica o0 moral que desea inscribir una variedad vegetal en

el CNVV, o que requiere el titulo de obtentor.
Secretaria: La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER).

Variedad vegetal: Subdivision de una especie vegetal, que incluye a un grupo
de individuos con caracteristicas similares que se considera estable y

homogénea, objeto de la proteccion.
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1.3. Evaluacion

El solicitante realizar4 la descripcion varietal, siguiendo los lineamientos

establecidos en la presente guia.

En caso de duda o controversia, la Secretaria evaluara la variedad vegetal y los
componentes hereditarios que la identifican. Asi mismo decidira el lugar y el
momento en que se realizara dicha evaluacioén, adicional a este proceso solicitara

la entrega minima de 50 g de semilla para pruebas adicionales.

La semilla no debe haber sido sometida a ningan tratamiento, a menos que lo
supervise o indique el personal técnico designado por la Secretaria. Si la semilla

ha sido tratada, deber& declararse a detalle el procedimiento.

Se debera indicar si la descripcion de la variedad se realiz6 a campo abierto o en

invernadero.
1.4. Conduccion de las pruebas

La evaluacion debe realizarse al menos en dos ciclos de cultivo. Si alguna
caracteristica importante de la variedad no puede ser observada en el lugar de

evaluacion, debera conducirse una prueba adicional.

Las evaluaciones deben ser realizadas en condiciones que aseguren el
crecimiento normal del cultivo. El tamafio de las parcelas debe ser tal que las
plantas o partes de las plantas puedan ser removidas para medirlas y contarlas,
sin perjuicio de las demas observaciones que se haran al final del periodo de

crecimiento.
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1.5. Métodos y observaciones

Se debe indicar si la descripcion de la variedad se realizO a campo abierto o

invernadero.

Cada evaluacion debe incluir al menos 45 plantas cuando son establecidas en
campo abierto, o 30 plantas cuando son establecidas en invernadero, las cuales
seran divididas en al menos tres repeticiones. En el caso de materiales altamente

homogéneos, la evaluacion debe considerar al menos 18 plantas.

La evaluacion de distincién, uniformidad y estabilidad, asi como las
caracteristicas y las etapas en que se deben observar se indican en la “Seccion

dos: Cuadro de Caracteristicas”.

Nota: Se utiliz6 como variedad de referencia, el genotipo mas representativo de
Chile Miahuateco, es decir, que posee los caracteres que se consideran deben
estar presentes en cada una de las posibles variedades de este tipo de chile,

cultivado en el “Valle de Tecajete”, La Magdalena Cuayucatepec, Puebla.

En la “Seccion tres: Caracteres complementarios”, Incluye 6 caracteres no
considerados en otras guias; sin embargo, son necesarias para lograr mayor

precision en la descripcion de chile Miahuateco.

En la “Seccidén Cuatro: Explicaciones y métodos”, se describe el procedimiento
gue debe seguirse, para la evaluacion correspondiente de las caracteristicas de

planta, flor y fruto.
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1.5.1. Tipos de observaciones

MU: Medicion unica de plantas o partes de plantas.
MV: Medicion en varias ocasiones de plantas o partes de plantas.
VU: Evaluacion visual Unica de plantas o partes de plantas.

VV: Evaluacion visual en varias ocasiones de plantas o partes de

plantas.

1.6. Simbolos y notas

Las notas (1 al 9) utilizadas para representar el nivel de la caracteristica evaluada,
se utilizan para el procesamiento electronico de los datos. Indicar en cada

descriptor el nivel que presente la variedad vegetal correspondiente.

(*) Caracteristicas que deben ser evaluadas en cada periodo de crecimiento, en
el proceso de la descripcion de la variedad vegetal, excepto cuando las

condiciones ambientales no lo permitan.

(+) Remite a la seccidn tres: Explicaciones y métodos, relaciona la caracteristica
con las figuras y/o especificaciones correspondientes, que permiten distinguir una

variedad respecto a otra similar.
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1.6.1.Tipos de caracteristicas utilizadas

Caracteristicas cualitativas (QL): Son las que expresan en niveles discontinuos
una gama de caracteristicas en forma, tipo, tamafio y color, asignando un valor a
cada cualidad, por ejemplo el sexo de la planta: dioico femenino (1), dioico
masculino (2), monoico unisexual (3) o monoico hermafrodita (4); forma de hoja:
oval (1), eliptica (2), redonda (3) u oval (4). Estos niveles de expresion se explican
por si mismos y tienen un significado independiente. El orden de los niveles no
es importante ya que solo indican categorias; generalmente estas caracteristicas

no son influenciadas por el medio ambiente.

Caracteristicas ordinales (OR): Son las que expresan una gama de
caracteristicas, las cuales se identifican en una escala numérica continua. La
expresion de caracteristicas cuantitativas es acorde a la finalidad de la
descripcion, por ejemplo longitud del tallo: muy corto (1), corto (3), medio (5),
largo (7) o muy largo (9); la finalidad de estas escalas es proporcionar, en la
medida en que resulte practica, una distribucién equilibrada de las evaluaciones.
En contraste con las caracteristicas cualitativas, los valores de los caracteres
ordinales pueden ser ordenados, de mayor a menor o viceversa, de acuerdo con

la escala.
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Seccion dos: Cuadro de Caracteristicas

Numero Etapa' Caracteristica Nivel Nota Referencia
Fenolbgica
3

. s Erecta
QL a Pla:::éi:?:r:tt% de Semierecta © Don Miguel*
VU Rastrera 7
2. Planta: Longitud del Corto 3 Don Miguel
OR a tallo a primera Medio 5
MU bifurcacién Largo 7
) predominante dos 1 Don Miguel
+) a Ple_mta. Ra_mas e_n’la
OR primera bifurcacion .
MU predominante tres 3
4. Ausente 3 Don Miguel
QL a Tallo: Pubescencia Media 5
VU Densa 7
5. _ _ Débil 1
+) a Tallo: Pigmentacion Media 3 Don Miguel
QL antocianica de nudos
VU Intensa ©
6. Deltoide 1
+) b Hoja: Forma Oval 3 Don Miguel
\% Lanceolada 5
74'_ Ausente 1 Don Miguel
*) b Hoja: Rugosidad
QL
VU Presente ©
8. Corta 3
*) b Hoja: Longitud Media 5 Don Miguel
35 Larga 7
9. Estrecha 3
™* b Hoja: Anchura Media 5 Don Miguel
OR
MV Ancha 7
10. _ Verde claro 3
S\I; b Hoja: Color Verde obscuro 5 Don Miguel
11. Ausente 3 Don Miguel
QL a Hoja: Pubescencia Media 5
\A% Densa 7
12. . . Corto 3
OR b HOja.PL;)Cr;gll;ud de Medio 5 Don Miguel
MV Largo 7
13. Erguida 3
) c Flor: Posicién Intermedia 5 Don Miguel
?/IIJ Colgante 7
14. Blancas 1
QL c Flor: Color de anteras Amarillas 3
vu Moradas 5 Don Miguel

*: La ubicacion de la variedad de referencia “Don Miguel”, corresponde al valor del caracter, genotipo proveniente del Valle de Tecajete, La
Magdalena Cuayucatepec, Puebla (18° 57’ 78” LN, 97° 48’ 68" LO).
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Etapa
Fenologica

Caracteristica

Flor: Color del

1

Blanco

Don Miguel

L c . Amarillo 3
SU filamento Morado 5
16. Erecta 1
QL d Fruto: Posicion Intermedia 3 Don Miguel
vu Colgante 5
17. Corto 1
*) d Fruto: Longitud Medio 3 Don Miguel
OR Largo 5
MU Muy largo 7
18. Reducido 1
* d Fruto: Ancho Medio 3 Don Miguel
OR Ancho 5
MU Muy ancho 7
Rectangular 3 Don Miguel
égl_ d Fruto: Forma de la Trapezoidal 5
YU seccion longitudinal Triangular 7
De cuerno 9
20. Circular 1
+) d Fruto: Forma de la Rectangular 3
QL seccién transversal Eliptica 5 Don Miguel
VU Triangular 7
Rectangular 1 Don Miguel
21. Triangular 3
*) d Fruto: Forma De cuerno 5
\% Trapezoidal 7
De corazon 9
22. Marrén 1 Don Miguel
+) e Fruto: Color a la Rojo 3
\?LIJ madurez Negro 5
23. Fruto: Intensidad del Clarp 3
QL € color en madurez Medio >
VU Intenso 7 Don Miguel
24. Débil 3
QL e Fruto: Brillantez Media 5
vu Fuerte 7 Don Miguel
25. ;
“) . Fruto: Cavidad Usente 1 Don Miguel
SIL‘J peduncular Presente 3
26. Nula 1 Don Miguel
(+) e Fruto: Profundidad de Escasa 3
QL la Cavidad peduncular Media 5
VU Profunda 7
27. Agudo 1
+ . A Triangular S Don Miguel
((_‘)L) e Fruto: Forma del &pice Redondeado 5
VU Hundido 7
28. Liso 1 Don Miguel
QL e Fruto: Textura Corchoso 3
vu Rugoso 5
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Etapa

Numero . Caracteristica Referencia
Fenologica
29. Eruto: Nimero Dos 1 Don Miguel
g’% e predominante de Tres 3
MV l6culos Cuatro ©
30. Fruto: Grosor del Delgado 3 -
OR e ericarpio Mediano 5 Don Miguel
MV P P Grueso 7
31. Dulce 1
®) e Fruto: Sabor Pungente 3
SAI\'/ Dulce y pungente 5 Don Miguel
32. Fruto: Capsaicina en Presente 1 Don Miguel
QL e )
MU la placenta Ausente 3
33. Corto 3
* e Fruto: Longitud de Medio 5 Don Miguel
OR placenta
MV Largo 7
34. Fruto: Corto 3
OR e Longitud del Medio 5 Don Miguel
MV peddnculo Largo 7
Delgado 3

35. Fruto: Grosor del 9 : -
OR ® eddnculo Medio 5 Don Miguel
MV P Grueso 7
36. Largo y erguido 1
+) e Fruto: Forma del Ligeramente curvo 3 Don Miguel
QL peddnculo Curvo 5
\A Corto y curvo 7
37. Fruto: Aspecto del Desarrollado 1 Don Miguel
8:] € caliz No desarrollado &
38. Escaso 1
*) e Fruto: Margen del céliz Intermedio 3 Don Miguel
Sb Desarrollado 5
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Etapa_ Caracteristica
Fenolégica
39. Planta: Altura de Ba]? 3 :
OR f Media 5 Don Miguel
MU planta Alta 7
40. Delgado 3
OR f Tallo: Diametro Medio 5 Don Miguel
MU Grueso 7
41. Flor: Nimero > 1 .
) . 6 3 Don Miguel
o c predomln:fmtemente 7 5
MU de pétalos Mas de 7 7
42. Blanco 1
QL c Flor: Color de pétalos Crema 3 Don Miguel
vu Morado 5
— Flor: Ndmero de uno 1 Don Miguel
35 ¢ flores por bifurcacion Dos z 3
Tres 0 mas 5
44. Fruto: Color de Blanco 1 -
QL g . Crema 3 Don Miguel
WU semilla Negro 5
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Seccion Cuatro: Especificacionesy Meétodos

3.1. Especificaciones y figuras

3.1.1. Especificaciones relativas a varios caracteres

Los caracteres que presenten la siguiente letra en la columna Etapa Fenoldgica
de la Seccion dos: Caracteristicas, deberan evaluarse como se indica a

continuacion:

a) Planta con 8 a 10 bifurcaciones

b) Hoja madura de la sexta bifurcacion

c) Flor en antesis de la quinta bifurcacion

d) Fruto de la sexta bifurcacién y que ha alcanzado 100 % de su color final
e) Fruto en madurez comercial de la sexta bifurcacion

f) Frutos en madurez comercial

g) Después de 25 dias de deshidratacion natural a la sombra de frutos

comerciales
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3.1.2. Evaluacion de caracteres descriptivos (Seccion dos: Cuadro de
caracteristicas).

3. Planta: Ramas en la primera bifurcacion

OR MU

El sistema de ramificacion de chile Miahuateco, es el tipico de Capsicum annuum
L. que consiste en que el tallo principal presenta una bifurcacion primaria
derivando en 2 y hasta 3 tallos, de los cuales desarrollaran ramas dicotomicas de
hasta 12 nudos (bifurcaciones), de los nudos se desarrollan ramas secundarias
con hasta mas de 5 bifurcaciones, y en cada nudo se desarrollan una o dos flores.

Predominantemente Predominantemente
dos tres
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5. Tallo: Pigmentacion antocianica de nudos
QL VU

Observacion visual de caracteristica

1 3 5
Débil Media Intensa

6. Hoja: Forma
QL VU
Observacion visual de caracteristica

x

1 3 5
Deltoide Oval Lanceolada
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7. Hoja: Rugosidad

QL VU
Observacion visual de caracteristica

1 5
Ausente Presente

13. Flor: Posicién
QL VU
Observacion visual de caracteristica

2l

3 5 7
Erguida Intermedia Colgante
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21. Fruto: Forma
QL vU
Observacion visual de caracteristica

De Cuerno

A

9
Trapezoidal De Corazén
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20. Fruto: Forma de la seccién transversal

QL VU
Observacion visual de caracteristica

3
Circular Rectangular Eliptica Triangular

22. Fruto: Color a la madurez
QL VU
Observacion visual de caracteristica

Marrén Rojo Negro



25. Fruto: Cavidad peduncular
QL vU
Observacion visual de caracteristica

Ausente Presente

26. Fruto: Profundidad de la cavidad peduncular
QL vU
Observacion visual de caracteristica

Nula Escasa Media Profunda
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27. Fruto: Forma del apice
QL VU

Observacion visual de caracteristica
L I
1 3 5

Agudo Triangular Redondeado

29. Fruto: Niumero predominante de I6culos
OR MV
Observacion visual de caracteristica

1 3 5
Predominantemente Predominantemente Predominantemente
dos tres cuatro
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36. Fruto: Forma del pedunculo

QL W
Observacion visual de caracteristica

1 3

Largo Ligeramente Curvo Corto y curvo
y curvo

ergido

38. Fruto: Margen del caliz
QL VU
Observacion visual de caracteristica

Escaso Intermedio
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41. Flor: NUmero predominantemente de pétalos
OR MU
Observacion visual de caracteristica

1 3 5 7
Predominantemente Predominantemente Predominantemente Mas de siete
cinco seis siete
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4.3. CONCLUSIONES

Las guias de caracterizacion morfolégica de recursos vegetales, son un
istrumento pertinente y eficaz para distinguir a una poblacion de plantas que
constituyen una variedad vegetal, a través de una serie de descriptores utiles de
importancia agrondmica o expresiones fenotipicas propias, que permiten su
identificacion, descripcion, distincion, y con ello buscar la proteccién y resguardo
de la misma, dada su importancia como recurso fitogenético en beneficio de la

sociedad.
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V. DISCUSION GENERAL

Caracterizacion Morfoldgica

La diversidad genética contribuye a la productividad, sostenibilidad y estabilidad
de los sistemas agricolas, su pérdida acelerada interfiere con la satisfaccion de
la creciente demanda de productos agroalimentarios, con la conservacion de la
variabilidad genética, y con el bienestar de la humanidad (Khoury, 2020), aqui las
especies silvestres de las plantas cultivadas y no cultivadas son fuente
importante de genes primarios frente a la pérdida de diversidad, lo cual puede
ayudar a resolver problemas de la agricultura actual tales como tolerancia o
resistencia a sequia, plagas, enfermedades, salinidad, acame, temperaturas
extremas, vida de anaquel, entre otros, lo cual es posible a través del
mejoramiento vegetal (FAO, 2010; Hernandez-Verdugo et al., 2015; Ramirez et
al., 2018; Vijeth et al., 2019; Lusha et al., 2020 ); es importante considerar que
esta diversidad puede incluso no ser aparente u observable en el fenotipo por lo
gue es necesario recurrir a métodos moleculares que permitan identificar y utilizar
esta variacion cuyas fuentes principales son la mutacién, hibridacion y la
migracion (Manzila et al., 2020; Moreno-Peris et al., 2020; Yu et al., 2021).

La domesticacién de Capsicum ocurrida en México, gener6 una amplia diversidad
fenotipica (Hill et al., 2013; Kraft et al., 2014; Xiao min et al., 2016), como
resultado de dicha domesticacion, los frutos de esta especie muestran mucha
variabilidad en tamarios, formas, e intensidades y tonalidades de color tanto en
estado inmaduro como en la madurez, heterogeneidad fenotipica que se observa
a través de sus morfotipos que cumplen multiples satisfactores antropoceéentricos
(Camacho et al., 2005; Parry et al., 2021), de alli, que los parientes silvestres de
Capsicum representan una diversidad genética que los vuelve candidatos para

futuros programas de mejoramiento genético (Parry et al., 2021).
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En México la documentacion de la diversidad genética de Capsicum annuum L.
se ha venido realizando por la caracterizacion isoenzimatica, fitoquimica,
morfologica y la reciente incorporacion de técnicas con marcadores moleculares,
que a pesar de la rapidez y efectividad de éstas ultimas, no ha logrado desplazar
el uso de la caracterizacién morfoldgica, ya que a pesar de ser cuestionada por
su influencia del medio ambiente, considerarla una metodologia costosa y por
requerir de mas tiempo en su mediciéon, (Corona et al., 2000; Haralayya & Asha,
2017), su vigencia se sustenta en que permite observar, describir, cuantificar y
clasificar la diversidad fenotipica de las poblaciones mediante el uso de
descriptores definidos y, su interaccidbn de estos con el medio en que se

desarrollan (Hernandez, 2013).

Los bancos de germoplasma, son de gran importancia para la seguridad
alimentaria de la humanidad, por lo que en ellos se debe resguardar
germoplasma vegetal con la mayor diversidad genética posible previamente
caracterizado, identificado y clasificado, donde la caracterizacion morfoldgica y

molecular juegan un papel muy importante (Orton et al., 2022).

La caracterizacion morfoldgica y molecular realizada en esta investigacion en 94
colectas de chile miahuateco, permitié identificar, describir, conocer la diversidad
genética y, seleccionar genotipos con base en caracteres de interés agronémico,
Gtiles en un programa de mejoramiento genético de esta especie.

En la caracterizacion morfoldgica, se evaluaron 58 caracteres, que al ser
sometidos al analisis de covarianzas sucesivas, la matriz de datos morfol6gicos
quedo reducida a 18 caracteres, mismos que permitieron diferenciar los grupos,
lo que de acuerdo con Brilhante et al, (2021) es la evidencia sobre la existencia

de diversidad genética en las poblaciones de estudio.

Las colectas presentaron valores minimos y maximos respectivamente de altura
de planta (92.67-136 cm); cavidad peduncular (presente, ausente); longitud de
fruto (96.57-159.30 cm), diametro de tallo (11.7-19.5 mm), peso fresco de fruto

131



(1,054-2,253 q), frutos comerciales (39-74), frutos totales (45-94), formas de fruto
(triangular, trapezoidal, rectangular, de cuerno, corazon), asi como tres
tonalidades de color en fruto maduro (marron, rojo y negro). El rendimiento es
una caracteristica que presenta mucha variabilidad segun el genotipo, las
condiciones ambientales, la presencia de plagas, enfermedades, la densidad de
siembra y el manejom sin embargo se puede utilizar para identificar accesiones
en término de esta variable. Los estadisticos empleados para determinar el
namero de grupos sugirieron la presencia de seis grupos, los cuales se
conformaron de 15, 30, 21, 18, 5 y 5 genotipos respectivamente, mismos que de
acuerdo con Brilhante et al., 2021 expresan la diversidad genética de las colectas

evaluadas.

El andlisis discriminante corrobor6 que las agrupaciones obtenidas mediante
agrupamiento jerarquico fueron correctas, ademas, este procedimiento
determind las variables de mayor expresion de la variabilidad morfologica, las
cuales explicaron el 90.1 % de la variacion presente en las colectas evaluadas,
asi como los caracteres que permitieron la discriminacion de los grupos. La
cavidad peduncular, nUmero de frutos totales, forma de la seccion longitudinal de
fruto, forma de fruto, color, nimero de flores y nimero de frutos por bifurcacion,
son los caracteres a partir de los cuales es posible describir los seis grupos
identificados. Estos resultados coinciden con Toledo-Aguilar et al., 2011,
Castell6on et al., 2014 y Pertuze et al., 2016, quienes al evaluar variedades nativas
de chile poblano, colectas de chiles nativos de Oaxaca, y 49 accesiones para
mejoramiento genético respectivamente, debido a que las diferencias que
encontraron entre las poblaciones de chile caracterizadas, estan expresadas
principalmente en caracteres de fruto (color, forma, tamafio, nimero de semillas,
frutos totales, frutos por planta), esto también coincide con las estrategias del
Sistema Nacional de Germoplasma del Departamento de Agricultura de Estados
Unidos, que en su amplia coleccion de germoplasma de chile (307 accesiones)
traidas de 48 regiones del mundo, estan siendo caracterizadas por caracteres de

hoja, flor y fruto como su principal criterio morfolégico y conocer la diversidad de
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las accesiones, para su mejoramiento genético e implementar programas de

conservacion in situ y ex situ (Tripodi et al., 2018).

Uno de los principales atributos en chile que ha favorecido el incremento en el
consumo per capita de 12.3 a 17.2 kg en los ultimos 6 afios (SIAP, 2021), es el
grado de picor, aroma y sabor caracteristico de cada tipo de chile como es el
caso de chile miahuateco, sin embargo existe el descontento de una porcion de
mercado porgque ha detectado en algunos chiles la pérdida de caracteristicas de
calidad como sabor, aroma y picor, debido a que la seleccibn de nuevos
genotipos ha privilegiado caracteristicas como rendimiento, vida de anaquel,
apariencia externa y tolerancia a enfermedades (Causse et al., 2003). Por otro
lado, existen grupos de investigacion que estan enfatizando en que la calidad
final del chile esta definida por su rigueza como fuente de vitamina A, C,
extraccion de pigmentos como oleorresinas para la industria cosmética,
farmacéutica y alimentaria, e incluso se ha sugerido que la ingesta regular de
capsaicinoides es benéfica para la salud debido a sus propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antitumorales, y antiespasmaodicas, por lo que el
chile en sus diversas variantes es considerado alimento funcional (Xiao min et
al., 2016; Varhese et al., 2017), y es el caso del chile miahuateco que se

caracteriza por su sabor, picor y color caracteristico.

La vida de anaquel siempre es un criterio a considerar en la generacion de
nuevas variedades, sin embargo el chile miahuateco tiene tal versatilidad de uso
tanto en fresco en una gran cantidad de platillos de la gastronomia mexicana
especialmente poblana como chiles rellenos, en nogada, rajas, y salsas, o en su
caso al madurar se somete a un proceso de deshidratado para ser comercializado
como chile seco, forma en la cual alcanza su mayor precio ($220 kg) que lo

convierte en la materia prima principal para elaborar el Mole poblano.
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Caracterizacion molecular

Los diferentes tipos de marcadores moleculares se distinguen por su capacidad
para detectar polimorfismo en loci Unico o multiples y, son de tipo dominante o
codominante, ademas reducen el tiempo de identificacion de genotipos sin
necesidad de esperar su madurez y prueba en ambientes diferentes, por lo que
actualmente se consideran una herramienta complementaria de gran alcance en
los programas de mejoramiento genético (Valadez & Kahal, 2005, Naresh et al.,
2018; Escoto-Sandoval et al., 2021).

En esta investigacion, los 24 iniciadores ISSR utilizados en la caracterizacion
molecular, generaron 241 bandas, de las cuales 154 fueron polimérficas, lo que
representa un polimorfismo de 64 % suficiente para distinguir las diferentes
colectas evaluadas y su agrupacion en ocho grupos. Los iniciadores que
generaron el mayor numero de bandas polimorficas fueron ISSR6, LOL12, P101,
ISSR1, LOL2 e ISSR8, estos iniciadores se caracterizan porque su base es la
secuencia CA, AC y GTG, lo que de acuerdo con Medina et al.,, 2015, los
iniciadores con repeticiones de base CA son los mas informativos en estudios

moleculares.

La variacion genética encontrada en chile miahuateco de acuerdo a la
heterocigosidad esperada (He) fue de 0.344, lo cual coindice con Contreras et
al., 2011, quien al evaluar la diversidad genética en México de variedades nativas
de chile Poblano con 24 microsatélites, encontraron 220 alelos con 80 % de
polimorfismo, donde dos poblaciones incluidas de chile miahuateco mostraron
una He de 0.477; por su parte, Lopez-Espinoza et al, (2018) encontraron 98 %
de polimorfismo en 60 poblaciones de chile habanero con tres iniciadores ISSR
con una He de 0.40; resultados similares fueron los de Galvez-Mufioz et al., 2021,
quienes encontraron 229 alelos de ellos 70 fueron polimorficos al utilizar cuatro
marcadores microsatélites para estimar la diversidad genética de chiles silvestres
de Tabasco y Chiapas, México; mientras que Dhaliwal et al., 2014 al utilizar 27

microsatélites en 64 accesiones de tres especies de Capsicum de la India (C.
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Annuum, C. chinense ,y C. frutescens ) obtuvieron 75 alelos en total con 2.78
alelos por locus; Tsonev et al., 2017 reportaron valores promedios de diversidad
genética de 0.214 en genotipos criollos de Capsicucm de Bulgaria, mientras que
Shiferaw et al., 2017 observaron rangos de variacién genética de 0.03 a 0.19 en
chiles criollos de Etiopia, lo anterior indica que las poblaciones de México tienen
mayor variacion genética que podria ser utilizada en la mejora genética de esta
especie y, por lo cual, México es considerado centro de domesticacion y
diversificacion de del chile (Pickersgill, 2007; Kraft et al., 2014).

Estudios recientes muestran un uso mas detallado y profundo de técnicas
moleculares para conocer la diversidad genética en chile, como el realizado por
Lee et al, 2016, quienes a partir de 3,821 accesiones de Capsicum,
seleccionaron un total de 240 accesiones basado en el uso de 48 marcadores
SNP, y de acuerdo a los grupos identificados, concluyeron que las colecciones
de germoplasma deben ser minimo acorde a los grupos identificados, rescatando
la maxima diversidad genética de sus parientes silvestres lo cual facilita el acceso

a material genético de interés incluso con diversidad genética oculta.

Lo anterior enfatiza en la importancia de usar marcadores moleculares que
permitan identificar el mayor polimorfismo y con ello la diversidad genética en las
poblaciones de estudio, por lo que en la Ultima década, el uso de marcadores
moleculares para estudios de diversidad genética, ya es rutinario, incrementando
el desarrollo de técnicas de mayor precision, especificidad, rapidez y bajo costo
(Naresh et al., 2018; Parry, 2021).

El analisis conjunto de dos tipos de caracterizaciones permite disefar estrategias
de mejoramiento genético y conservacion de genotipos, elegir dentro de cada
grupo aquellos genotipos con mejores caracteres para el cultivo, y en este caso
que conserven las caracteristicas distintivas de fruto del chile miahuateco, por lo
gue ambas caracterizaciones son estudios complementarios que permiten definir
de mejor manera la diversidad (Marin-Montes et al., 2019), lo que coincide con

Brilhante et al., 2021, quien describié el uso de descriptores cualitativos y
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cuantitativos y el uso de marcadores ISSR para caracterizar 69 accesiones de
especies de Capsicum de diferentes regiones de Brazil encontrando que el uso
de ambas caracterizaciones son complementarias y muestran la diversidad

genética de las poblaciones acorde al nimero de grupos generados.

Respecto a la estrategia de conservacion, la variabilidad genética identificada en
chile miahuateco, es de gran importancia para la seleccién de genotipos acorde
a caracteres de interés agronomico, por lo que es necesario el resguardo en un
banco de germoplasma para garantizar la proteccién de la mayor diversidad
genética posible. En el presente estudio se propone conservar como minimo las
50 colectas mas representativas que definen al fruto de chile miahuateco
(ausencia de cavidad peduncular, tamafio, forma, color y niumero de frutos
totales), asi como su polimorfismo molecular, lo que representa el resguardo de
un 53 % de este germoplasma, lo cual concuerda con Biasutti et al., 2007,
quienes refieren que no hay un patron universal para definir el tamafio de muestra
de una poblacion para su resguardo en un banco de germoplasma, si nho que esto
estara en funcion del germoplasma disponible, su rol de uso en la sociedad, y las
caracteristicas agronémicas que lo identifican y que hacen de interés su

conservacion.

LITERATURA CITADA

Biasutti, C. A., Peretti, N., Perez, A., & Durand, G. (2007). Banco de germoplasma
en Argentina. Universidad Nacional de Cordoba, Facultad de Ciencias

Agropecuarias.

Brilhante, G. D. B., Santos, T. de O., Araujo, D. S. P. H., Kamphorst, S. H., Souza,
N. J. D., Rangel, L. H., Vargas, V. F., Nunes, de A. R., Rodriguez, R.,
Santos J. A. C.; & Moreira, M. M. (2021). Phenotypic and molecular
characterization of Brazilian Capsicum germplasm. Agronomy, 11(5), 854.
https://doi.org/10.3390/agronomy11050854

136



Camacho, V., Maxted, T. C. N., Scholten, M., & Ford-Lloyd, B. (2005). Defining
and identifying crop landraces. Plant Genetic Resources: Characterization
and Utilization, 3, 373-384.

Castell6n, M. E., Carrillo-Rodriguez, J. C., Chavez-Servia, J. L., & Vera-Guzman,
A. M. (2014). Variacion fenotipica de morfotipos de chile (Capsicum
annuum L.) nativo de Oaxaca, México. Phyton International Journal of
Experimental Botany, 83, 225-236.

Causse, M., Buret, M., Robin, K., & Verschave, P. (2003). Inheritance of nutritional
and sensory quality traits in fresh market tomato and relation to consumer
preferences. Journal of Food Science, 68(7), 2342-2350.

Contreras, T. A. R., Lopez, S. H., Santacruz, V. A., Valadez, M. E., Aguilar, R. V.
H., Corona, T. T., & Lopez P. A. (2011). Diversidad genética en México de
variedades nativas de chile ‘Poblano’ mediante microsatélites. Revista
Fitotecnia Mexicana, 34, 225-232.

Corona-Torres, T., Garcia-Velazquez, A., Castillo-Gonzéalez, F., Montero-Tavera,
V., & Azpiroz-Rivero, H. S. (2000). Caracterizacion isoenzimética de la
diversidad genética de colectas de chile (Capsicum annuum L. y Capsicum
chinense Jacq.). Revista Chapingo Serie Horticultura, 6, 5-17.
htt//dx.doi.org/10.5154/r.rchsh.1999.04.033

Dhaliwal, M. S., Yadav, A., & Jindal, S. K. (2014). Molecular characterization and
diversity analysis in chilli pepper using simple sequence repeats (SSR)
markers. African Journal of Biotechnology, 13, Articulo 3137-3143. doi:
10.5897/ajb2014.13695.

Escoto-Sandoval, C., Ochoa-Alejo, N., & Martinez, O. (2021). Inheritance of gene
expression throughout fruit development in chili pepper. Nature, 11-22.
https://doi.org/10.1038/s41598-021-02151-z

137



FAO. (2010). Segundo Informe sobre el estado de los recursos fitogenéticos para
la alimentacion y la agricultura en el mundo. Comision de recursos
genéticos para la alimentacién y la agricultura. Food and Agricultural
Organization of the United Nations. Rome, Italy. 372 p.

Galvez-Mufioz, Y. A., Cea, M. M. E., Lesher, G. J. M., Latournerie-Moreno, L.,
Martinez-Moreno, E., Martinez, S. J. L., & Castafion-Ngjera, G. (2021).
Comparaciéon Molecular de poblaciones de chile (Capsicum spp.) de
Tabasco y Chiapas, México. Bioagro, 33(1), 3-12.
http://www.doi.org/10.51375/biogro331.1

Haralayya, B., & Asha, I. S. (2017). Molecular Marker Application in Capsicum
spp.: A supplement to Conventional Plant Breeding. International Journal
of Current Microbiology and Applied Sciences, 6(11), 3840-3855

Herndndez, V. A. E. (2013). Caracterizacion morfolégica de recursos
fitogenéticos. Revista BioCiencias, 2(3), 113-118.

Hernandez-Verdugo, S., Gonzéalez-Sanchez, R. A., Porras, F., Parra-Terraza, S.,
Valdéz-Ortiz, A., Pacheco-Olvera, A., & Lopez-Espafia, R. G. (2015).
Plasticidad fenotipica de poblaciones de chile silvestre (Capsicum annuum
var. glabriusculum) en respuesta a disponibilidad de luz. Botanical
Science, 93(2), 231-240. doi: 10.17129/botsci.237

Hill, T. A., Ashrafi, H., Reyes-Chin-Wo, S., Yao, J., Stoffel, K., Truco, M. J., Kozik,
A., Michelmore, R. W., & Van, D. A. (2013). Characterization of Capsicum
annuum genetic diversity and population structure based on parallel
polymorphism Discovery with a 30K unigene pepper genechip. PloS ONE,
8, 1-16. doi: 10.1371/journal.pone.0056200

138



Khoury, C. K., Carver, D., Barchenger, D. W., Barboza, G. E., Van, Zonneveld,
M., & Jarret, R. (2020). Modelled distributions and conservation status of
the wild relatives of chile peppers (Capsicum L.). Biodiversity Research,
26(2), 209-225. https://doi.org/10.1111/ddi.13008

Kraft, K., Brown, C. H., Nabhan, G. P., Luedeling, E., Luna-Ruiz, J. de J., Coppens
d’Eeckenbrugge, G., Hijmans, R. J., & Geps, P. (2014). Multiple lines of
evidence for the origin of domesticated chili pepper, Capsicum annuum, in
Mexico. Proceedings of the National Academy of Sciences, 111(17), 6165-
6170. doi: 10.1073/pnas.1308933111

Lee, H., Na.Young, R., Hee-Jin, J., Kwon, J., Ha, Y.; Jung, A., Han, J., Venkatesh,
J., & Byoung-Cheorl, K. (2016). Genetic diversity and population structure
analysis to construct a core collection from a large Capsicum germplasm.
BMC Genetic. 17(142).

Lépez-Espinosa, S. T., Latournerie-Moreno, L., Castafidn-Najera, G., Ruiz-
Sanchez, E., Gomez-Leyva, J., Andueza-Noh, R. H., & Mijangos-Cortés,
J. O. (2018). Genetic diversity of habanero pepper (Capsicum chinense
Jacq.) using ISSR. Revista Fitotecnia Mexicana, 41(3), 227-236.

Lusha, J. Pan, L., Zhenhua, S., Meifang, L., & Shangjing, G. (2020). Cold-tolerant
introgression line construction and low-temperature stress response
analysis for bell pepper. Plant Signaling & Behavior, 15 (7).
https://doi.org/10.1080/15592324.2020.1773097

Manzila, I., Priyatno, T. P., Nugroho, K., Terryana, R. T., Lestari, P., & Hidayat,
S. H. (2020). Molecular and morphological characterization of EMS-
induced chili pepper mutants resistant to Chili veinal mottle virus.
Biodiversitas, 21(4), 1448-1457. doi: 10.13057/biodiv/d210424

139



Marin-Montes, M., Lobato-Ortiz, R., Carrillo-Castafieda, G., Rodriguez-Pérez, J.
E., Garcia-Zavala, J. G., & Velasco-Garcia, A. M. (2019). Alellic richness
of native tomato populations (Solanum lycopersicum L.) for plant breeding.
Agrociencia, 53, 355-370.

Medina, C. H. C., Gutiérrez, S. P. A., & Marin, M. M. (2015). Deteccién del potato
virus y (PVY) en tubérculos de papa mediante TAS-ELISAy QRT-PCR en
Antioquia (Colombia). Bioagro, 27(2), 83-92.

Moreno-Peris, E., Cortés-Olmos, C., Diez-Diaz, M., Gonzalez-Mas, M. C., Luis-
Margarit, A., Fita, A., & Rodriguez-Burruezo, A. (2020). Hybridization in
peppers (Capsicum spp.) to improve the volatile composition in fully ripe
fruits: The effects of parent combinations and fruit tissues. Agronomy, 10.
751. doi: 10.3390/agronomy10050751

Naresh, P., Lin, S. W., Lin, C. Y., Wang, Y. W., Schafleitner, R., Kilian, A., &
Kumar, S. (2018). Molecular markers associated to two non-allelic genic
male sterility genes in peppers (Capsicum annuum L.). Frontiers in Plant
Science, 9, 1343. doi: 10.3389/fpls.2018.01343

Orton, T., & Ayeni, A. (2022). Specialty crop germplasm and public breeding
efforts in the United States. Agronomy, 12(2), 239.
https://doi.org/10.3390/agronomy12020239

Parry, C., Wang, Y. W, Lin S. W., & Barchenger, D. W. (2021). Reproductive
compatibility in Capsicum is not necessarily reflected in genetic or
phenotypic similarity between species complexes. PLoS ONE, 16(3),
Articulo e0243689. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243689

Pertuze, R., Matteo, M., Contreras, S., Pino, M. T., Blanco, C., & Saavedra, G.
(2016). Morphoagronomic characterization of 49 Capsicum sp. Accesions
for breeding selection purposes. Acta Horticulturae, 1127, 467-470. doi:
10.17660/ActaHortic.2016.1127.73

140



Pickersgill, B. (2007). Domestication of plants in the Americas: Insights from
Mendelian and molecular genetics. Annals of Botany, 100, 925-940. doi:
10.1093/aob/mcm193

Ramirez, N. U. ., Cervantes, O. F., Montes, H. S., Raya, P. J. C., Cibrian, J. A.,
& Andrio, E. E. (2018). Diversidad morfolégica del chile piquin (Capsicum
annuum var. glabriusculum) de Querétaro y Guanajuato, México. Revista
Mexicana de Ciencias Agricolas, 9(6).
https://doi.org/10.29312/remexca.v9i6.1581

SIAP, Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera. (2021). Anuario
estadistico de la produccién agricola. Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera, SADER.

Shiferaw, A. A., Destaw, M. A., & Samuel, G. A. (2017). Genetic diversity study
of Ethiopian hot pepper cultivars (Capsicum spp.) using Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR). Journal of Plant Molecular Breeding, 5(2), 27-
37. doi: 10.22058/JPMB.2019.91684.1169

Toledo-Aguilar, R., LOpez-Sanchez, H., Lépez, P. A., Guerrero-Rodriguez, J. D.,
Santacruz-Varela, A., & Huerta de la Pefia, A. (2011). Caracteristicas
vegetativas, reproductivas y de rendimiento de fruto de variedades nativas

de chile “Poblano”. Revista Chapingo Serie Horticultura, 17, 139-150.

Tripodi, P., & Greco, B. (2018). Large scale phenotyping provides insight into the
diversity of vegetative and reproductive organs in a wide collection of wild

and domesticated peppers (Capsicum spp.). Plans, 7(103).

Tsonev, S., Todorova, V., Groseva, S., Popova, T., & Todorovska, E.G. (2017).
Evaluation of diversity in Bulgarian pepper cultivars by agronomical traits
and ISSR markers. Genetika, 49(2), 647-662.
https://doi.org/10.2298/GENSR1702647T

141



Valadéz, E. & Kahl, G. (2000). Huellas de ADN en genomas de plantas. Texcoco,
México. Mundi-Prensa, México, S. A. de C. V. Universidad Autbnoma

Chapingo. 147p.

Varghese, S., Kubatka, P., Rodrigo, L., Gazdikova, K., Caprnda, M., & Fedotova,
J. (2017). Chili pepper as a body weight-loss food. International Journal of
Food Sciences and Nutrition, 68, 392-401. doi:
10.1080/09637486.2016.1258044

Vijeth, S., Sreelathakumary, I., Rafeekher, M., & Kaushik, P. (2019). Appraisal of
genetics and heterosis of important traits in chili pepper cultivated under
the influence of chili leaf curl virus disease. Preprints. doi:
10.20944/preprints2019.0415.v1

Xiao-min, Z., Zheng-hai, Z., Xiao-zhen, G., Sheng-li, L., Chadoeuf, J., Palloix, A.,
Li-hao, W., & Bao-xi, Z. (2016). Genetic diversity of pepper (Capsicum spp)
germplasm resources in China reflects selection for cultivar types and
spatial distribution. Journal of Integrative Agriculture, 15(9), 1991-2001.

Yu, D., Gu, X., Zhang, S., Dong, S., Miao, H., Gebretsadik, K., & Bo, K. (2021).
Molecular basis of heterosis and related breeding strategies reveal its
importance in vegetable breeding. Horticulture Research, 8,120.
doi.org/10.1038/s41438-021-00552-9

142



VI. CONCLUSIONES GENERALES

Dada la diversidad genética presente en el género Capsicum, es indispensable
gue previo a iniciar un programa de mejoramiento genético se debe conocer la
variabilidad genética que se conserva in situ; y para ello surge la necesidad de
caracterizar morfolégica y molecularmente las colectas de germoplasma de
interés como en este caso lo fue en chile miahuateco, proceso que permita
obtener informacién robusta y confiable sobre genotipos y caracteres de interés
para el fitomejorador y para los agricultores, con la consecuente conservacion

de este germoplasma.

La caracterizacion morfologica y molecular (64 % de polimorfismo) realizadas en
esta investigacion, evidencian la existencia de variabilidad genética (He 0.344)
en las poblaciones nativas de chile miahuateco estudiadas, con la formacién de
seis y ocho grupos respectivamente y, donde los caracteres de fruto fueron
determinantes para diferenciar los grupos, se sugiere el resguardo de 53 % de

las colectas evaluadas.

Los caracteres de fruto: cavidad peduncular, nimero de frutos totales, forma de
la seccién longitudinal de fruto, forma de fruto, color de fruto, nimero de flores y
namero de frutos por bifurcacion, son los caracteres a partir de los cuales es

posible describir los seis grupos de colectas identificados.

Las guias de caracterizacion morfolégica de recursos vegetales, son un
instrumento oportuno y eficaz para distinguir a una poblacion de plantas que
constituyen una variedad vegetal, a través de una serie de descriptores utiles de
importancia agrondmica o expresiones fenotipicas propias, que permiten su
identificacion, descripcion, distincion, y con ello buscar la proteccién y resguardo

de la misma, dada su importancia como recurso fitogenético.
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