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RESUMEN GENERAL

Caracterizacion molecular y aproximaciéon etnobotanica del chile Chiltepin
(Capsicum annuum L. var. glabriusculum) de la vertiente oriental de México?

La diversidad genética es el resultado de largos procesos de seleccion y recombinacion
de genes, en los cuales la mutacion, la hibridacion y la migracion constituyen las
principales fuentes de variacion. La conservacion del acervo genético vegetal, es esencial
para preservar atributos o caracteristicas de interés, asi como disponer de genes de
importancia para el fitomejoramiento. El uso de germoplasma silvestre, es una alternativa
viable frente a la pérdida de diversidad en plantas cultivadas. El chile Chiltepin es
considerado el ancestro silvestre de las formas cultivadas de chile. Su fruto es altamente
cotizado y se obtiene por recoleccion en poblaciones naturales. La principal limitante para
su explotacién comercial es la tasa de germinacion que suele ser inferior al 5 %. En el
presente estudio se exploro la variabilidad genética de 70 colectas de chile Chiltepin de
la vertiente oriental mexicana, mediante el uso de marcadores moleculares tipo ISSR.
Adicionalmente se obtuvo informacion etnobotanica sobre conocimiento local, manejo y
usos por medio de la aplicacién de encuestas. El uso de diez iniciadores ISSR genero
134 bandas polimérficas. Se calcularon las distancias de Dice entre colectas y se realizd
un analisis de agrupamiento con el método UPGMA, obteniéndose la formacién de cinco
grupos, los cuales se relacionaron con proximidad geografica, rango altitudinal y
apariencia de frutos. La mayor parte de la variabilidad genética en esta especie, se
concentra al interior de las poblaciones, siendo la region Huasteca la mas diversa. Con
31 variables etnobotanicas se llevo a cabo un analisis de correspondencia multiple, con
un 60.31 % de varianza acumulada en las primeras dos dimensiones. Las variables de
mayor influencia fueron: destino y estado del producto, cantidad que se recolecta para
venta, sitio de entrevista, precio por kilogramo, integrantes que se encargan de la venta,
época de recoleccion y sitios de comercializacion.

Palabras clave: Chile silvestre, diversidad genética, marcadores moleculares, ISSR.

1Tesis de Maestria en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo.
Autora: Biol. Rebeca Hernandez Pefia
Director de Tesis: Dr. Juan Martinez Solis
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GENERAL SUMMARY

Molecular characterization and ethnobotanical approachment of wild chili pepper
(Capsicum annuum L. var. glabriusculum) of the eastern slope of Mexico?

The genetic diversity is the result of long processes of gene selection and recombination,
in which mutation, hybridization and migration are the main sources of variation. The
conservation of the vegetal gene pool is essential to preserve attributes or characteristics
of interest, as well as to have genes of importance for plant breeding. The use of wild
germplasm is a viable alternative to the loss of diversity in cultivated plants. The Chiltepin
pepper is considered the wild ancestor of the cultivated forms of chili. Its fruit is highly
valued and it is obtained from harvesting in natural populations. The main limitation for
commercial exploitation is the low germination rate, which is usually less than 5 %. In the
present study, the genetic variability of 70 collections of Chiltepin pepper from the eastern
Mexican slope was explored through the use of ISSR molecular markers. Additionally,
ethnobotanical information on local knowledge, management and uses was obtained
through surveys. The use of ten ISSR primers generated 134 polymorphic bands. The
Dice distances among collections were calculated and a clustering analysis was
performed with the UPGMA method, obtaining the formation of five groups, which were
related to the geographical proximity, altitudinal range and appearance of the fruits. Most
of the genetic variability in this species is concentrated within the populations, being the
Huasteca region the most diverse. A multiple correspondence analysis with 31
ethnobotanical variables was carried out with an accumulative variance of 60.31 % in the
first two dimensions. The variables of greatest influence were: the destination and
condition of the product, the amount collected for sale, the interview site, the price per
kilogram, the members who are responsible for the sale, the time of collection and the
marketing sites.

Key words: Chiltepin wild pepper, genetic diversity, molecular markers, ISSR

2Thesis of Horticultural Sciences MSc program, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Biol. Rebeca Hernandez Pefia
Advisor: Dr. Juan Martinez Solis
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

El chile (Capsicum annum L.) es una de las hortalizas mas utilizadas en el ambito nacional
e internacional. Debido a la gran variedad de tipos distribuidos en el pais y, a que éstos
no se encuentran en otros lugares del mundo, México es considerado el centro de origen
y domesticacion. Los procesos de dispersion, seleccion y adaptacién a diferentes
ambientes ecologicos, han dado como resultado la obtencién de una gran cantidad de

morfotipos, los cuales, constituyen un acervo genético de gran relevancia.

El chile es el octavo cultivo con mayor valor generado en la agricultura mexicana,
alcanzando alrededor de 13 mil millones de pesos anualmente, con un volumen de
produccion promedio de 2.2 millones de toneladas, 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 562 mil toneladas al afio; le siguen los estados de Sinaloa y Zacatecas con
556 mil y 348 mil toneladas respectivamente. A escala internacional, México es el
segundo productor de chiles, dedicando mas de 140 mil hectareas a su cultivo. Los tipos
de mayor importancia econémica son: jalapefio, serrano, poblano, morron y habanero
(SIAP, 2016).

El Chiltepin o chile de monte, es considerando el ancestro de todas las formas de chiles
conocidas actualmente; se encuentra ampliamente distribuido en forma silvestre en
México, principalmente en zonas bajas. El fruto es muy cotizado, y durante la época de
mayor oferta llega a desplazar a otros tipos de chile por su agradable sabor y grado de
pungencia, sobrepasando hasta 40 veces el valor de los chiles serranos y jalapefios

(Rodriguez del Bosque et al., 2004).

El mayor volumen de Chiltepin que se comercializa proviene de recoleccion de plantas
silvestres. Existen pocas evidencias de la explotacion comercial, debido en gran medida,
a la dificultad en la germinacion de la semilla, dadas sus caracteristicas intrinsecas. En
poblaciones naturales, la dispersion de las semillas es efectuada por las aves, las cuales

consumen los frutos y el paso por su tracto digestivo favorece la escarificacion de la testa.



El chiltepin es considerado como un recurso genético de importancia en el
fitomejoramiento de los chiles cultivados. Su amplia distribucién y variacién morfolégica
muestran su alto grado de adaptabilidad ambiental, probablemente asociado con su
diversidad genética (Rodriguez del Bosque, 2005). Los procesos de domesticacion y
seleccion han disminuido la variabilidad existente en los materiales comerciales; sin
embargo, los parientes silvestres representan una fuente de genes primaria que permite
la incorporacion de caracteristicas favorables tales como tolerancia o resistencia a plagas

y enfermedades, asi como el aumento en la cantidad y calidad de la produccion.

Se han realizado andlisis de diversidad basados en caracteres morfol6gicos, cuantitativos
o morfométricos y cualitativos mediante el uso de métodos descriptivos, y en afos
recientes, se han utilizado herramientas moleculares para estudiar directamente el
material genético de los individuos. La variabilidad genética en el chile es muy amplia,
por lo que es importante realizar estudios que permitan identificar caracteres

agronomicos de interés.

La caracterizacion y evaluacién 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 permite llevar a cabo un uso,
explotacion y conservacion racionales. En este sentido, los recursos fitogenéticos
relacionados con el género Capsicum adquieren gran relevancia debido al potencial

genético que presentan.



OBJETIVOS

Objetivo general

Explorar la variabilidad genética de 70 colectas de chile Chiltepin provenientes de la
vertiente oriental de México, mediante el uso de marcadores moleculares del tipo ISSR.

Objetivos particulares

Contribuir a la conservacion y proteccion de los recursos fitogenéticos asi como con

futuros programas de mejoramiento de este cultivo.

Obtener informacién etnobotanica sobre el conocimiento local, manejo y usos del chile
Chiltepin.

HIPOTESIS

Existe variabilidad genética entre las diferentes colectas de chile Chiltepin. El analisis
molecular permitird realizar el agrupamiento de accesiones de acuerdo a similitudes

genéticas, asi como identificar grupos de mayor diversidad.



CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

2.1Diversidad genética

La diversidad genética en sentido amplio se define como las variaciones heredables que
ocurren en cada organismo, entre los individuos de una poblacion y entre las poblaciones
gue pertenecen a una misma especie. La biodiversidad, como producto, se deriva de los

procesos evolutivos que operan sobre dichas variaciones (Lowe et al., 2004).

Una poblacién esta constituida por un grupo de individuos que pertenecen a la misma
especie, comparten un area de distribucién delimitada y son capaces de generar
descendencia (Eguiarte et al., 2007). La informacién génica portada por los miembros de
una poblacion particular constituye su acervo genético y, las diferencias gendmicas y
fenotipicas presentes en cada poblacidén suelen ser el resultado de largos procesos de
seleccién (ya sea natural o artificial), de recombinacidén de genes y de la interaccion del

ambiente con los sistemas genéticos (Klug et al., 2013).

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 poblacion determinada. El reciente
desarrollo de la Biologia Molecular y las nuevas herramientas experimentales y
estadisticas han permitido identificar y utilizar esta variacion, cuyas fuentes principales
son la mutacion, la hibridacion y la migracion (Rao y Hodgkin, 2002).

La mutacién es considerada como la principal fuente de variacién, consiste en cambios
aleatorios, que ocurren en baja frecuencia, en la secuencia normal de nucle6tidos 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 o luz ultravioleta) o quimicos mutagénicos (agentes intercalantes, alquilantes
o desaminantes). Sélo aquellas mutaciones que ocurren en células germinales, son
transmitidas a la descendencia generando variacion en las poblaciones (Krebs et al.,
2018).



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) determinaciéon de la rigueza genética y de su distribucion
geografica; d) entendimiento de la forma, la velocidad y las causas de la pérdida de la
biodiversidad; e) evaluacion de los riesgos de introduccion de enfermedades, plagas,
especies invasoras, variedades mejoradas y modificadas genéticamente sobre las
poblaciones y especies nativas; f) planeacidon de estrategias de mejoramiento y

conservacion de recursos fitogenéticos (Pifiero et al., 2008).

La domesticacion vegetal es el resultado de un proceso de seleccion artificial
unidireccional de caracteres deseables llevado a cabo por el hombre, con el propésito de
permitir la adaptacion a condiciones de cultivo (Gepts, 2004). Esto provoca cambios en
las frecuencias fenotipicas y genotipicas de las poblaciones que 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 dispersiéon (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 seleccién y domesticacién. 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
s6lo en las plantas silvestres debido a las condiciones del medio natural. Ejemplos de
éstos caracteres son la tolerancia a temperaturas altas o bajas, sequias, condiciones
edéaficas particulares como salinidad o acidez, asi como la produccién de metabolitos
secundarios implicados en la respuesta a la incidencia de plagas y/o enfermedades
(Pickersgill, 2007).



2.2Conservacion de recursos fitogenéticos

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 poblaciéon o de

poblaciones geograficamente distantes (Donald, 2004).

La diversidad genética contribuye a la productividad, sostenibilidad y estabilidad de los
sistemas agricolas. La pérdida acelerada interfiere con la satisfaccion de la 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 (Kessler et al., 2007).

Existen tres puntos clave en relacion con la conservacion de los recursos genéticos:
estudiar y clasificar la diversidad bioldgica, detener la pérdida de los ecosistemas y
alimentar una poblacidon humana creciente. De manera general, hay dos formas de
conservacion que no son excluyentes entre si: la primera denominada in situ y la segunda
ex situ. La conservacion in situ se refiere al mantenimiento y/o recuperacion de
ecosistemas y habitats, asi como poblaciones viables en su entorno natural, mientras que
la ex situ consiste en la proteccion de componentes de la diversidad fuera de su ambiente
original (Brush, 2000).

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 desertificacién. Lo anterior ha llevado a pensar que
la sostenibilidad de las areas agricolas puede involucrar un continuo de sistemas de
manejo, desde explotaciones modernas intensivas hasta sistemas tradicionales (Pascual
y Perrings, 2007).

En la Conferencia Técnica de FAO/IBP sobre exploracién, utilizacion y conservacion de
recursos genéticos vegetales, reunida a finales de la década de 1960, se llevé a cabo la
definicion de una estrategia global de conservacién, la cual se derivd, especialmente, de
la preocupacion por la desaparicion de variedades de agricultor y materiales silvestres

relacionados, debido a la introduccion de cultivares mejorados. La estrategia de



conservacion se vio favorecida por la existencia de técnicas de almacenamiento ex situ,
a largo plazo y en frio lo que condujo al establecimiento de colecciones de germoplasma
conocidas como bancos de genes (Hammer et al., 2003). Como consecuencia, en la
década de 1970 se produjo un esfuerzo mundial de colecta y conservacion de
poblaciones domesticadas (variedades de agricultor, cultivares obsoletos, poblaciones
de mejoramiento, variedades mejoradas y materiales especiales) y de ejemplares

silvestres relacionados con plantas cultivadas (Brown, 2000).

La conservacion de los recursos genéticos vegetales es esencial para preservar atributos
0 caracteristicas de interés, asi como para disponer de genes de importancia para el
fitomejoramiento (Charafi, 2008). Desde este punto de vista, los recursos fitogenéticos
constituyen la base bioldgica de la seguridad alimentaria, ya que, de forma directa o
indirecta, sostienen los medios de subsistencia. Por lo 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).

2.3Caracterizacion de germoplasma

Los patrones de diversidad genética vegetal resultan de la interaccion de factores tales
como: mutacion, migracion, recombinacion, seleccion y deriva. Los tres primeros
contribuyen de forma positiva al aumento de la variacion mientras que, los dos ultimos,

la reducen (Ford-Lloyd y Jackson, 1986).

El acervo genético de una poblacién, puede expresarse en caracteres visibles o
fenotipicos o estar contenido en caracteristicas no observables denominadas
genotipicas. El objetivo principal de la caracterizacion vegetal es medir la variabilidad de

una coleccién mediante el uso de descriptores definidos (Franco e Hidalgo, 2003).

La caracterizacion de cierto material vegetal particular consiste en la determinacion de
atributos especificos que permitan diferenciarlo de manera clara de otros entes similares
o relacionados. Generalmente con propésitos de clasificacion, identificacién y/o
determinacion 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
(Gonzélez-Andrés, 2001).

Un marcador genético es una entidad heredable que esta asociada con cierto rasgo de
interés y que puede ser utilizado como una herramienta de seleccién (Staub et al., 1996).
Existen varios tipos de caracteres que son utilizados con frecuencia, por ejemplo,
morfologicos, citoldgicos, bioquimicos, de ADN, ecogeogréficos, fisioldgicos,

agronomicos, organolépticos, entre otros (Gonzalez-Andrés, 2001).

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 categoérica, ordinal, de intervalo o de proporcion. Estos
descriptores deben presentar preferentemente caracteristicas inherentes como: facil
observacién, alto poder discriminante, baja influencia ambiental y homologia (Hidalgo,
2003).

De acuerdo al enfoque de la caracterizacion se lleva a cabo la seleccién del objeto de
estudio definido como unidad béasica de caracterizacion (UBC), ya sea a nivel de
individuo, de poblacién o de especie, asi como, del tipo de caracteres homoélogos
empleados para realizar el andlisis. La integracién y uso conjunto de los sistemas de
caracterizacion disponibles permite obtener informacion mas completa y confiable, asi

como resultados robustos y reproducibles (Gonzélez-Andrés, 2001).

2.3.1 Caracterizacion morfoldgica. Tradicionalmente la caracterizacion e
identificacion de organismos vegetales se ha basado en el empleo de rasgos
morfolégicos y/o agrondmicos. Estos caracteres cuantitativos o morfométricos y
cualitativos, son usualmente controlados por un solo locus y pueden ser utilizados como
marcadores genéticos si su expresion es reproducible en diferentes ambientes (Staub et
al., 1996). No obstante, su uso presenta algunas limitaciones pues su expresion
diferencial puede estar sujeta a factores fenoldgicos, 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
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prolongados. Ademas, ciertas modificaciones epigenéticas limitan el namero de
caracteres de alta confiabilidad evaluados en poblaciones segregantes (Tanksley, 1983).

Con el proposito de reducir la heterogeneidad y uniformizar los caracteres utilizados, se
han desarrollado listas de descriptores simplificando la recuperacién de la informacion.
Estas guias se elaboran considerando los antecedentes para especies 0 géneros
relacionados y restringiendo el nimero de caracteristicas que permiten estimar la
variabilidad, discriminar grupos y diferenciar accesiones individuales (Abadie y Berretta,
2010).

La definicion de las variables puede ser adaptada a cada caso especifico, por ejemplo,
para especies silvestres o sin estudios previos la propuesta preliminar de caracteres a
ser registrados se realiza con base en organismos afines y conocimiento empirico.
Posteriormente, el listado se ajusta por medio de herramientas estadisticas que permiten
seleccionar descriptores con alto poder discriminante (Sevilla y Holle, 2004; Abadie y
Berretta, 2010).

2.3.2 Caracterizacion molecular. Los avances en Biologia Molecular han
permitido el desarrollo de métodos y técnicas de identificacion y caracterizacion basados
en el uso de marcadores genéticos, fenotipicamente neutros, los cuales son Utiles para
detectar variabilidad y son aplicables en cualquier etapa del ciclo de vida y a cualquier
tejido vegetal. Estos reducen el nimero de caracteres en estudio y estan libres de efectos
ambientales, pleiotrépicos, epistaticos y epigenéticos (Powell, 1992; Singh et al., 2008).
En sentido amplio, un marcador molecular es cualquier diferencia no tipica controlada
genéticamente, considerando ciertas moléculas organicas o inorganicas presentes en un
organismo, por ejemplo: proteinas, ADN, ARN, metabolitos secundarios, entre otras
(Valadez y Kahl, 2000).

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, simplicidad en la
identificacion y analisis y posibilidad de automatizacion (Singh et al., 2008).



Histéricamente los primeros marcadores desarrollados fueron las isoenzimas, que son
formas moleculares multiples de enzimas, es decir, variantes alélicas codificadas por
genes estructurales presentes en un individuo. Tienen funciones similares, pero difieren
en sus caracteristicas isoeléctricas y por lo tanto en su movilidad electroforética (Markert
y Moller, 1959). Estos cambios se deben a mutaciones que provocan el remplazo de
aminoacidos y alteran la carga eléctrica neta y la conformacion espacial tridimensional.
Se puede distinguir mas de un locus, su expresion es codominante, son selectivamente
neutras y constituyen estimadores basicos de la composicidon genética de una poblacion,

ya que se emplean para cuantificar frecuencias alélicas y genotipicas (Brown et al., 1979).

Por otro lado, los marcadores de acidos nucleicos se basan fundamentalmente en el
analisis de diferencias en secuencias cortas entre individuos. Desde el punto de vista
molecular esta variacion, denominada polimorfismo, deriva de cambios espontaneos en
el material genético y puede medirse a través de diferentes técnicas, las cuales se
agrupan de acuerdo a la metodologia empleada y a los componentes especificos para
cada reaccion. De este modo se han empleado herramientas practicas que se
fundamentan en la hibridacion molecular con sondas marcadas, en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) o en la combinacién de las dos anteriores. Adicionalmente, en
afos recientes, se ha incorporado el proceso de secuenciacién. Cada marcador presenta

herencia mendeliana, ya sea del tipo dominante o codominante (Karp y Edwards, 1998).

2.3.2.1 Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR). Después del
descubrimiento de la estructura del ADN por Watson y Crick en 1953 se han desarrollado
meétodos sensibles y reproducibles que han permitido estandarizar y automatizar los
protocolos de estudio de acidos nucleicos. Una de estas técnicas es la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) desarrollada por Kary Mullis (1990). Es una reaccion
enzimatica in vitro que permite amplificar un segmento especifico de ADN de manera
exponencial, generando millones de copias por medio de ciclos repetitivos que alternan

temperaturas de incubacion particulares (Templeton, 1992).

Esta técnica altamente especifica, rapida, sencilla y versatil se puede llevar a cabo con
pequenas cantidades de ADN blanco o molde (de 1 a 20 ng). Los componentes

principales de la reaccion son:
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a)

b)

d)

Iniciadores o primers. Son secuencias cortas de oligonucleétidos complementarios
al ADN molde utilizados para sintetizar una nueva cadena a partir del OH" libre en
su extremo 3’. Su composicién de G+C debe oscilar entre 40 y 60 % y no deben
ocurrir apareamientos internos por autocomplementariedad. La distancia que
separa los sitios donde se aparean los iniciadores (sentido y antisentido) determina
el tamafio del producto de amplificacion. Las parejas de primers deben tener una
temperatura de fusién (Tm) similar, la cual se calcula como se indica a

continuacion (Barrera-Saldafa et al., 1993):

Tm= (2°C)(A+T)+ (4°C)(G+C)

Desoxirribonucledsidos trifosfatados (dNTPs). Los cuatro dNTPs (dATP, dTTP,
dCTP y dGTP); distinguibles por sus bases nitrogenadas) constituyen los bloques
de construccion de las nuevas cadenas de ADN. Su concentracion afecta de
manera directa la fidelidad y especificidad de la reaccion. Esta generalmente oscila
entre 0.2 y 1 mM (Saiki et al., 1988).

Enzima polimerasa. Se encarga de la catalisis de la reaccion, sintetiza nuevas
cadenas de ADN a patrtir de los iniciadores en direccion 5 - 3. Incorpora dNTPs
complementarios a la hebra molde por medio de la formaciébn de enlaces
fosfodiéster. Las enzimas mas utilizadas por su capacidad termoestable son la Taq
proveniente de la bacteria termdofila Thermus aquaticus y la Vent de Thermococcus
litoralis. Sus temperaturas optimas de polimerizacién se encuentran alrededor de
los 72 °C, e incorporan aproximadamente 100 nucleétidos por segundo (Saiki et
al., 1988; Cariello et al., 1991).

Magnesio. Cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccién [0.5

— 2.5 Mm], puede estar incluido en la solucion amortiguadora o adicionarse de
forma independiente (Barrera-Saldafia et al., 1993).
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e) Solucion amortiguadora (Buffer). Compuesta generalmente por Tris-HCI que
presenta un pH ~ 8 a temperatura ambiente. En algunos casos se recomienda el
uso de adyuvantes, para aumentar la fidelidad y especificidad, tales como el
dimetilsulféxido (DMSO) que sirve para disminuir estructuras secundarias en el
ADN; detergentes como tween 20 o Tritdbn X-100, que ayudan a estabilizar a la
enzima, y, finalmente, polietilenglicol (PEG), glicerol, formamida, o seroalbumina
bovina (Pomp y Medrano, 1991).

f) Agua. Utilizada como disolvente en la reaccion, debe ser destilada o de calidad

HPLC y estar libre de nucleasas e impurezas.

Cada ciclo de PCR se lleva a cabo en tres etapas principales: desnaturalizacion,
alineamiento y extension (Figura 1). En la primera etapa se somete el ADN molde a un
incremento de temperatura de ~ 94 °C durante un minuto para conseguir romper los
puentes de hidrogeno que mantienen unidas a las cadenas de la doble hélice
separandolas y dejando expuesta la secuencia que contienen. En la practica se ha
sugerido realizar un ciclo previo de cinco minutos para asegurar la desnaturalizacion

completa (Barrera-Saldaina et al., 1993).

Una vez transcurrido el tiempo se procede a la segunda etapa, en la cual se da el
alineamiento especifico o hibridacién molecular de los iniciadores, a una temperatura
determinada por la composicion de bases del mismo (40-60 °C). Los primers proveen un
grupo OH libre en el extremo 3’ que permite que se lleve a cabo la adicion enzimatica de
nucleodtidos. En la ultima etapa la polimerasa utiliza como molde una cadena sencilla de
ADN e incorpora dNTPs en direccion 5— 3’ a una temperatura ~72 °C por dos a cinco
minutos dependiendo el tamafio de los fragmentos esperados. Al finalizar todos los ciclos
mencionados anteriormente, se recomienda realizar un altimo periodo de alargamiento o
extensiéon de al menos cinco minutos, con el fin de asegurar que los productos de
amplificacion tengan la misma longitud, es decir, que estén completamente terminados
(Barrera-Saldafna et al., 1993; Singh y Singh, 2015).
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Figura 1. Representacion esquematica de los tres pasos principales de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (Singh y Singh, 2015).

Los marcadores de ADN basados en PCR fueron desarrollados en la década de los 90’s
reemplazando a los marcadores de hibridacion debido a que requieren pequefas
cantidades de material genético y éste puede no ser de muy buena calidad. Son rapidos,
faciles de usar y permiten la automatizacién. Estos sistemas se clasifican de acuerdo al

tipo de iniciadores utilizados (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Clasificacion de los sistemas de marcadores moleculares basados en
amplificacion por PCR.

Categoria Marcador# Observaciones
Iniciadores de secuencia RAPD, DAF, AP-PCR, Faciles de implementar, baja
arbitraria ISSR reproducibilidad.

- . Exigencias técnicas
Iniciadores de secuencia

- SCAR, STS, SSR considerables. Alta
especifica e
reproducibilidad.
Combinacion de Faciles de implementar.
iniciadores aleatorios y SRAP, TRAP, SCoT Requieren bases de datos de
especificos secuencias.
Combinacion con AFLP, CAPS Técnicamente muy demandantes.

enzimas de restriccion

*AFLP polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados, AP-PCR reaccion en cadena de la
polimerasa de iniciadores arbitrarios, CAPS secuencia de restriccion amplificada y polimoérfica, DAF
amplificacion de huella genética de DNA, ISSR inter secuencia simple repetida, RAPD ADN polimérfico
amplificado al azar, SCAR regién amplificada caracterizada por secuencia, SCoT marcador de codén de
inicio marcado, SRAP polimorfismo en la amplificacién de secuencias relacionadas, SSR secuencia simple
repetida o microsatélites, STS sitios de secuencia etiquetada, TRAP polimorfismo en la amplificacion de
regiones etiquetadas (Singh y Singh, 2015).

2.3.2.2 ISSR’s (Inter Simple Sequence Repeats). Los ISSRs o inter-
secuencia simple repetida son marcadores moleculares dominantes basados en la
amplificacion mediante PCR. Generan fragmentos de 100 a 3,000 pares de bases
localizados entre regiones microsatélite adyacentes y de orientaciones opuestas (Singh
et al., 2008).

Los microsatélites son secuencias cortas de ADN repetitivo que se agrupan en tdndem,
su longitud va de 1 a 6 pb (Singh et al., 2008) o hasta 10 (Hajeer et al., 2000). Son
abundantes, ya que virtualmente, pueden constituir del 30 al 90 % del genoma de los
eucariontes. Se encuentran ampliamente distribuidos y en el caso de plantas, los
dinucleétidos mas comunes y altamente polimérficos son: (AT)n y (GA)n; ademas existen
repeticiones conformadas por trinucledtidos como (AAG)n y (AAT)n y algunos
tetranucleétidos (Staub et al., 1996; Singh y Singh, 2015).
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Los ISSRs emplean un iniciador Unico que puede consistir sélo de la regién microsatélite
(iniciadores no anclados) o de la secuencia repetida y de dos a cuatro nucleétidos
arbitrarios unidos, ya sea, en el extremo 3’ o en el &’ (iniciadores anclados). En ambos
casos la amplificacion ocurre soélo en la region gendmica flanqueada por la secuencia

microsatélite (Singh y Singh, 2015).

Los marcadores generados por medio de iniciadores anclados, que tienen de 17 a 32
nucleotidos de longitud, también son llamados PCR inter-secuencia simple repetida
(inter-SSR PCR), secuencia simple repetida anclada (ASSR) o amplificacion de inter-
secuencia simple repetida (ISA). La regién amplificada por cada tipo de iniciador depende
de la posicidon de su anclaje; si este se encuentra en el extremo 5’, el fragmento resultante
incluira tanto la longitud completa de dos secuencias microsatélite como el segmento
entre ellas. En el caso de los iniciadores anclados en 3’ sélo la regién comprendida entre
dos microsatélites con orientacién inversa, incluyendo el oligonucléotido, sera amplificada
(Figura 2) (Zietkiewics et al.,1994).

NNNN(CA),

) (CA)NN

ADN gendmico <€ Repeticion CA

NNNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNN NNNNNN
NNNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNN NNNNNN
Repeticion CA D> 4 ¢

(CA),NN NNICAL

o e
arrTe—————
Producto de la PCR
cebador anclado en 3’

Producto de la PCR
cebador anclado en &'

Figura 2. Iniciadores ISSR anclados en 5 y 3 utilizados para amplificar regiones
genomicas flanqueadas por dos elementos microsatélite con orientacion inversa
(Zietkiewics et al.,1994).
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Los productos de la PCR pueden ser marcados radioactivamente con 2P o 3P y
posteriormente separados en un gel de poliacrilamida para visualizarse por medio de
autorradiografia o bien, colocarse en un gel de agarosa o poliacrilamida y realizar tincion
con bromuro de etidio o nitrato de plata, respectivamente. El rendimiento promedio de
una reaccion tipica es de 20 a 100 bandas, dependiendo de la especie en estudio y del
tipo de iniciador empleado, asi como la temperatura de alineamiento (Godwin et al.,
1997).

La variacion alélica de este sistema multiloci de alto rendimiento, consiste en la presencia
0 ausencia de los productos amplificados, los cuales, debido a que se encuentran
dispersos aleatoriamente por todo genoma (principalmente nuclear), son altamente

polimorficos y medianamente reproducibles (Culley y Wolfe, 2001).

Su principal ventaja radica en que no se requiere informacién previa sobre las secuencias
para el disefio de los iniciadores y la cantidad de ADN molde requerida es sumamente
baja (5 a 50 ng por reaccion). Ademas, debido a que se pueden analizar varios loci de
forma simultanea, tienden a identificar niveles significativos de variacion (Zietkiewicz et
al., 1994).

Los perfiles obtenidos mediante marcadores ISSR pueden ser utilizados en andlisis de
diversidad genética, de parentesco, en identificacion de clones y cepas, en estudios
taxondmicos de especies cercanamente relacionadas, en mapeo genético y construccion

de mapas de ligamiento (Zietkiewicz et al. 1994; Godwin et al. 1997).

Los ISSRs han sido utilizados en plantas cultivadas desde finales de la década de los
90s, por ejemplo, en maiz (Kantely et al., 1995), en sorgo (Yang et al., 1996) y en chile
(Thul et al., 2012). Del mismo modo, se ha implementado su uso en estudios de variacion
poblacional en especies silvestres (Wolfe et al., 1998).
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2.4 Generalidades del chile Chiltepin en México
2.4.1 Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum L., 1753
Especie: annuum L., 1753

Variedad: glabriusculum
(Dunal) Heiser & Pickersgill, 1975

El género Capsicum es un grupo monofilético que incluye 31 especies que se han
agrupado y diferenciado utilizando principalmente caracteres fenotipicos como la
morfologia de la flor y/o de los frutos (Moscone et al., 2007); cinco de ellas se consideran
domesticadas: C. annuum L., C. frutescens L., C. chinense Jacq., C. baccatum L., y C.
pubescens R. (Zhigila et al., 2014).

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 morfolégica en tipos, colores, formas, tamafos, sabores y contenidos fitoquimicos
(Zhigila et al., 2014). Debido a esto, el chile Chiltepin ha recibido diferentes nombres para
identificar esta variedad, tales como: C. annuum L. var. minus (Figherhuth), C. annuum
L. var. baccatum (Terpd), C. annuum L. var. minimum (Heiser y Pickersgill) y C. annuum
var. aviculare (D’Arcy y Eshbaugh) (Long-Solis, 1998); sin embargo, actualmente el
nombre cientifico aceptado es C. annuum L. var. glabriusculum (Dunal) Heiser y

Pickersgill (Heiser y Pickersgill, 1975; Wiersema y Ledn, 1999).
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2.4.2 Origen y distribucion
El chile es una de las primeras plantas que fueron domesticadas en el continente
americano. El género Capsicum es nativo del Centro y el Sur de América (Perry et al.,
2007). México fue determinado como el centro de origen, 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).

El Chiltepin es considerado el progenitor silvestre de C. annuum var. annuum y un
importante recurso genético para el mejoramiento de los chiles cultivados (Aguilar-
Meléndez et al., 2009; Gonzalez-Jara et al., 2011). Se distribuye desde el Norte de Peru,
Colombia, América Central, México y el Suroeste de Estados Unidos (Arizona, Nuevo

México y Texas) (Votava et al., 2002; Hayano-Kanashiro et al., 2016).

Particularmente en México se encuentra a lo largo de la costa del Pacifico desde Sonora
hasta Chiapas y alrededor de la peninsula de Yucatan y el Golfo de México, ademas en
los estados de Baja California, Coahuila, Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Querétaro,
Hidalgo y Puebla (Figura 3) (Medina et al., 2002; Gonzalez-Jara et al., 2011).

Figura 3. Mapa de la distribucion del chile Chiltepin (C. annuum L. var. glabriusculum
(Dunal) Heiser & Pickersgill) en México (Montes, 2010).
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2.4.3 Aspectos botanicos

El chile Chiltepin es un arbusto silvestre perenne de reproduccion autbgama, que mide
de 0.5 a 2 metros de altura, posee un tallo erecto ramificado. Las hojas son ovaladas y
tienen peciolos delgados de 1.0 a 2.5 cm de longitud. Sus flores son solitarias (raramente
en pares) y se encuentran en las axilas de las hojas. Presentan caliz acampanado que
termina en cinco dientes, la corola es blanca o verdosa, mide de 6.0 a 9.0 mm de diametro
y esta formada por cinco l6bulos unidos en la base. El androceo esta compuesto por cinco
estambres con anteras generalmente azuladas y levemente unidas entre si. El fruto es
una baya decidua redonda u oblonga de 3.0 a 6.0 mm de didmetro con peddnculo
alargado y que crece de forma eréctil. En estado inmaduro presenta una coloracién verde
obscuro debido a altas concentraciones de clorofila, mientras que al madurar se torna de
color rojo debido a la acumulacion de pigmentos como licopersinas. Las semillas son
numerosas, aplanadas, blancas o amarillas, poseen un embrion curvo y miden de 2.5 a
3.0 mm de longitud (Figura 4) (Nabhan, 1985; Votava et al., 2002).

Figura 4. Morfologia del chile Chiltepin. A: Habito arbustivo de la planta; B: Flores
solitarias axilares; C, D y E: Variedad de frutos.
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El color rojo intenso de los frutos atrae a diversas aves, las cuales los consumen y
dispersan las semillas. En condiciones naturales generalmente se desarrollan bajo la
sombra de plantas nodrizas (Nabhan et al., 1990; Hayano-Kanashiro et al., 2016).

Las plantas de Chiltepin alcanzan su madurez reproductiva entre los seis y diez meses
de edad. La floracion inicia en el mes de mayo y continua hasta septiembre, mientras que
la fructificacibn abarca de junio a octubre; sin embargo, estos periodos varian

dependiendo de las condiciones particulares de cada region (Molina et al., 2009).

Debido a la distribucion tan amplia y a la evidente variacion morfoldgica, se han definido
ecotipos regionales distintivos (Rodriguez del Bosque et al., 2004) entre los que

destacan:

Variante noreste. Arbusto con abundante ramificacion dicotdbmica horizontal, de
entrenudos largos y posicion erecta bajo sombra; entrenudos cortos y posicion
semi-erecta postrada en ambientes soleados. Presenta antocianinas en los nudos
y en bandas longitudinales en el tallo. Hojas verde claro, delgadas y de nervaduras
no muy marcadas, sin pubescencia. Frutos redondos u oblongos de 6.0 a 9.0 mm
de longitud polar y 5.0 a 7.0 mm de diametro. Tienen color rojo intenso al madurar
y no presentan antocianinas, las cuales suelen provocar tonalidades obscuras que

demeritan la calidad visual.

Variante Chiapas/Oaxaca. Las plantas son vigorosas, de crecimiento erecto y de hojas
ovales verde obscuro. Los frutos son de mayor tamafo que los de la variante
noreste. El alto contenido de antocianinas que presentan, provoca un “manchado

obscuro” en poco mas de la mitad del fruto.

Variante noroeste. Este arbusto presenta pubescencia en tallos y hojas, éstas ultimas
suelen ser ovales. Los frutos son de tamafio, forma y sabor similares a la variante

noreste.

Variante Huasteca. Son plantas vigorosas y de crecimiento erecto, con hojas color
verde obscuro brillante, lanceoladas, gruesas, cerosas y con nervaduras centrales
y laterales bien definidas. Los frutos son alargados, de aproximadamente 10 mm

de largo y 4.0 mm de ancho.
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Variante Yucatan. Plantas vigorosas, rasticas y muy prolificas. Los frutos pueden ser
redondos de color amarillo al madurar o alargados y rojos en la madurez. Tienen

un sabor peculiar.

2.4.3.1 Citogenética
Las especies cultivadas del género Capsicum, asi como sus parientes silvestres,
presentan un numero cromosomico 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. cornutum, 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 metacéntricos y un par acrocéntrico, contrastando con C. annuum que
posee 10 pares metacéntricos y dos acrocéntricos (Lanteri, 1991; Romero-da Cruz et al.,
2017).

Los andlisis cariotipicos han indicado variacion en el tamafio cromosomico. En C.
annuum éste varia de 2.1 a 9.9 ym, principalmente dentro de los tipos chiltepin, jalapefio,
mirasol y panuco (Teodoro-Pardo et al., 2007). Sin embargo, en las poblaciones
silvestres, la variacion cariotipica puede ser mayor que la interespecifica (Kuriachan,
1981).

2.4.4 Importancia econOmica

El chile (Capsicum sp) es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel nacional e
internacional. La produccion, en sus diferentes variedades, alcanz6é 2.3 millones de
toneladas en 2016, con un valor aproximado de 22 mil 500 millones de pesos. El consumo
per capita de chile en México es de 16 Kg al afio y se cultiva una superficie de al menos
149 mil hectareas, principalmente en los estados de Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas y
Durango. Ademas, representa cerca del 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 exportacion son Estados Unidos, Canada y Espafa (SAGARPA,
2016).
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Los chiles y pimientos ocupan el quinto puesto dentro de los 20 productos principales
comercializados internacionalmente. Dentro del sector agricola, constituyen el tercer sitio

en importancia, precedidos sélo por el jitomate y el aguacate (SAGARPA, 2016).

Actualmente existen pocas evidencias del cultivo del chile Chiltepin en México, por lo
tanto, se asume que el mayor volumen comercializado se obtiene a partir de recoleccion
en poblaciones silvestres. Esta actividad suele representar un ingreso familiar local
importante para las comunidades rurales (Bafiuelos et al., 2008; Gonzéalez-Jara et al.,
2011).

En los estados de Sonora y Tamaulipas se han desarrollado planes de manejo para esta
especie, los cuales incluyen caracteristicas generales de las areas de establecimiento,
acondicionamiento del sistema de riego, seleccion y tratamiento de las semillas para
favorecer la germinacion y practicas agronémicas después del trasplante como podas y
procedimiento de cosecha (Molina et al., 2009). Paralelamente, en la region Huasteca del
estado de Veracruz, se han reportado pequefias plantaciones de temporal (Montes,
2010).

Debido al modelo de recoleccion y comercializacion existen pocos datos que indiguen la
cantidad de produccion y las ganancias generadas. En el afio 2008 se reporta una
superficie cosechada a nivel nacional de 1,035 ha, de las cuales el 98.5 % corresponden
al estado de Veracruz (Montes, 2010). La produccién estimada en México es de 50
toneladas métricas por afio (Votava et al., 2002) y las exportaciones de frutos rojos en

seco a Arizona y California sobrepasan las seis toneladas (Montes, 2010).

El alto grado de aceptacion que tienen los chiles silvestres ha contribuido a que exista
una demanda constante y creciente por este producto. El Chiltepin es apreciado y
cotizado debido a su agradable sabor y grado de pungencia (100,000-200,000 unidades
Scoville); aunado a esto, posee propiedades que no irritan el sistema digestivo (Hayano-
Kanashiro et al., 2016). En ciertas épocas del afo llega a desplazar a otros tipos de chile
sobrepasando hasta 40 veces el valor de los jalapefios y serranos (Laborde y Pozo, 1982;
Rodriguez del Bosque et al., 2004). Dentro del territorio mexicano el precio del producto
es muy variable, dependiendo de la época del afio, asi como del sitio de recoleccion y
venta (Cuadro 2) (Montes et al., 2006).
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Cuadro 2. Precio minimo y maximo en pesos del chile Chiltepin por region geografica en
México.

Regién Precio minimo en pesos Precio maximo en pesos
($) por kilo ($) por kilo
Noroeste 120 600
Huasteca 80 140
Sonora 450 700
Querétaro 80 100

(Fuente: Montes et al., 2006)

El principal uso del Chiltepin es el alimenticio; es un fruto rico en compuestos fendlicos y
flavonoides con capacidades antioxidantes como luteolina, catequina y resveratrol,
ademas es fuente de capsaicinoides, capsinoides, carotenoides, tocoferoles (vitamina E),
acido ascorbico (vitamina C) y compuestos volatiles (Wahyuni et al., 2013; Hayano-
Kanashiro et al., 2016).

2.4.5 Problematica comercial
La principal limitante para la explotacién comercial a gran escala del chile Chiltepin es la
latencia de la semilla, lo cual ocasiona una baja germinacién que, en el medio natural,
suele ser inferior al 5 % (Rodriguez del Bosque et al., 2004). Esto se atribuye a la
impermeabilidad y dureza de la cubierta seminal, a la baja permeabilidad del endospermo

y a una latencia profunda en la que se encuentra el embrién (Araiza et al., 2011).

La cera epicuticular y la testa dura evitan la absorcion de agua. Esta caracteristica
favorece la supervivencia de la especie en su habitat natural ya que, aunque exista
humedad, no todas las semillas germinan al mismo tiempo; sin embargo, es una limitante
para su explotacion (Rodriguez del Bosque et al., 2004). Los mecanismos que regulan el
inicio de la germinacién se encuentran bajo presiones selectivas; asi, la variacion de la
capacidad germinativa entre y dentro de las especies se puede interpretar como una

adaptacion a las condiciones en que se desarrollan (Meyer et al., 1997).

Se han realizado estudios previos para identificar mecanismos que aumenten
considerablemente la tasa de germinacion utilizando métodos fisicos y quimicos,

tomando como referencia tratamientos de acondicionamiento metabdlico utilizados en
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otras especies horticolas. Se ha reportado mayor efectividad mediante el uso de acido
giberélico a una concentracion de 5,000 ppm. Este compuesto es un fitorregulador que
activa proteinas que degradan el endospermo de la semilla, permitiendo la movilizacion

de las reservas hacia el embridon (Chen y Bradford, 2000; Araiza et al., 2011).

2.4.6 Aspectos etnoboténicos
En México el chile es uno de los cultivos de mayor trascendencia e identidad cultural. Es
un fruto de gran consumo popular, especialmente en estado fresco, aunque también se
comercializa procesado en forma de salsas, polvo y encurtidos. El chile Chiltepin
representa una fuente alimenticia, medicinal y generadora de recursos estrechamente

ligada a comunidades rurales (Long-Solis, 1998; Medina et al., 2000).

Actualmente las poblaciones silvestres han tenido una disminucion dréstica debido a la
presidén antropogénica, a un inadecuado manejo de los recursos naturales y a la pérdida
del habitat (Gonzélez-Jara et al., 2011). La cosecha de Chiltepin es una préactica
econdémica de importancia para las poblaciones rurales. Representa una actividad
estacional para nifios, jovenes, mujeres y adultos mayores (Bafiuelos et al., 2008). Este
chile es empleado en la preparacion de una gran variedad de platillos regionales, siendo
un condimento fundamental en la gastronomia nacional. También representa un
elemento caracteristico de la medicina tradicional mexicana para tratar ciertos
padecimientos, por ejemplo, dolores de garganta, indigestion, acidez estomacal, dolor de
oido, reumatismo, resfriados, tos comun, gastritis y Ulceras (Nabhan et al., 1990;
Bafiuelos et al., 2008).

Los usos y preferencias varian segun la region; asi mismo en el territorio nacional existen
una gran cantidad de nombres comunes para este cultivo, entre ellos estan: chiltepin
(Sonora), chile de monte, piquin, quipin (Querétaro), chiltepec, chiltepillo, chilpaya, pico
de p4jaro, mosquito, bolita, diente de tlacuache, pulga, timpinchile, simojovel (Chiapas),
amashito (Tabasco), amomo, enano, tichusni (Oaxaca), max (Yucatan). En otros paises
esta variedad es conocida como: chiltepe (Guatemala), aji (Colombia), turkey pepper, bird
pepper, American bird pepper, chiltepin pepper, pinhead pepper, cayenne pepper (USA),
chilillo pequefo, guindilla (Espafa), iao mi la (China), piment des oiseaux (Francia) y ot
hiem (Vietnam) (Guzman et al., 2005; Bafiuelos et al., 2008; Araiza et al., 2011).

24



2.4.7 Estudios previos
La combinacién de datos fenotipicos, geogréficos y moleculares del chile Chiltepin
pueden proveer informacion para evaluar su diversidad genética. El estudio de los niveles
y patrones de dicha diversidad facilita la identificacion de poblaciones clave para el

desarrollo de programas de mejoramiento genético (Mohammadi y Prasanna, 2003).

Se han realizado estudios de caracterizacion de chile Chiltepin con el fin de evaluar su
diversidad genética y las relaciones entre poblaciones de distintas regiones usando
sistemas enziméticos y marcadores moleculares basados en PCR. El primero de estos
analisis se llevé a cabo mediante nueve isoenzimas y 192 accesiones pertenecientes al
género Capsicum, 69 de ellas silvestres y 12 provenientes de Costa Rica, Pert y Nuevo
México. Las muestras fueron agrupadas en las categorias: domesticadas, semi-
domesticadas y silvestres, en las cuales se identificaron niveles bajos de heterocigosidad
esperada (Hs=0.012, Hs=0.007 y Hs=0.025, respectivamente) (Loaiza-Figueroa et al.,
1989).

Dicho estudio contrasta con el realizado por Hernandez-Verdugo (2001) el cual se baso
en 12 loci polimérficos de nueve isoenzimas. Se describe una variacion genética alta,
tanto en especies silvestres (He = 0.445) y semi-domesticadas (0.461) como en
domesticadas (He = 0.408).

Un estudio de diversidad nucleotidica de secuencias de tres loci nucleares (Dhn, G3pdh,
y Waxy) reporta una reduccién del 10 al 17 % en la diversidad de chiles cultivados
respecto a los silvestres (Aguilar-Mélendez et al., 2009). También sugiere al estado de
Yucatan como un centro importante de diversidad. Ademas, concluyen que la diversidad
genética presento6 una clara relacion con la localizacion geogréafica, del mismo modo que
se describi6 anteriormente en las poblaciones de chile Chiltepin del noreste y el noroeste
de México. La diferenciacion genética se correlaciond con el aislamiento geografico
debido a que se encuentran separadas por la Meseta Central Mexicana (Loaiza-Figueroa
et al., 1989).

La diversidad genética de poblaciones de Arizona, el norte de México y Guatemala se

evalué mediante marcadores RAPDs (Votava et al., 2002). No se encontraron diferencias
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entre las accesiones de Arizona; las muestras de Sonora y Chihuahua fueron
consideradas diversas, sin embargo, la mayor variabilidad fue hallada en Guatemala.

Posteriormente 74 poblaciones de Guatemala pertenecientes a distintas especies del
género Capsicum (C. annuum L. var. annuum, C. annuum var. glabriusculum, C.
pubescens, C. chinense, y C. frutescens) fueron evaluadas con marcadores AFLP.
Mediante un andlisis de coordenadas principales en 82 % de las accesiones de la
variedad glabriusculum se agruparon juntas. Los resultados también sugieren la
existencia de flujo génico entre C. annuum, C. frutescens, C. annuum L. var. annuum, y

C. annuum L. var. glabriusculum (Guzman et al., 2005).

En otro estudio en el cual se buscaba determinar el efecto del manejo sobre la variacion
genética de poblaciones de Chiltepin silvestres, semi-cultivadas y cultivadas, se
seleccionaron nueve marcadores microsatélite. La mayor variabilidad se detecté entre las
poblaciones provenientes del estado de Yucatan, el cual ha sido considerado un centro
de diversidad de este cultivo, coincidiendo con los resultados de Aguilar-Mélendez et al.
(2009). La variabilidad mas baja se registré entre las poblaciones procedentes del Estado
de Sonora. Asi mismo se plantea que a pesar de que no existen diferencias fenotipicas
marcadas entre las poblaciones cultivadas y silvestres, el decremento de la variacion

genética entre las primeras, es significativo (Gonzéalez-Jara et al., 2011).

En el afio 2014 se llevo a cabo la secuenciacion del genoma del Chiltepin utilizando la
plataforma Illumina; el tamafio estimado fue de 3.07 Gb. Las semillas para la realizacion
de este estudio fueron colectadas en el estado de Querétaro. El nimero de genes que
codifican proteinas fue de 34,476. El 81.4 % del genoma del Chiltepin esta compuesto
por elementos transponibles y el 70.1 % corresponde a retrotransposones del tipo LTR,

los cuales contribuyen a la expansion del genoma (Qin et al., 2014).
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CAPITULO IlI

CARACTERIZACION MOLECULAR Y APROXIMACION ETNOBOTANICA DEL
CHILE CHILTEPIN (Capsicum annuum L. var. glabriusculum) DE LA VERTIENTE
ORIENTAL DE MEXICO

RESUMEN

La diversidad genética es el resultado de largos procesos de seleccion y recombinacién
de genes, en los cuales la mutacion, la hibridacion y la migracion constituyen las
principales fuentes de variacion. La conservacion del acervo genético vegetal, es esencial
para preservar atributos o caracteristicas de interés, asi como disponer de genes de
importancia para el fitomejoramiento. El uso de germoplasma silvestre, es una alternativa
viable frente a la pérdida de diversidad en plantas cultivadas. El chile Chiltepin es
considerado el ancestro silvestre de las formas cultivadas de chile. Su fruto es altamente
cotizado y se obtiene por recoleccién en poblaciones naturales. La principal limitante para
su explotacién comercial es la tasa de germinacién que suele ser inferior al 5 %. En el
presente estudio se exploré la variabilidad genética de 70 colectas de chile Chiltepin de
la vertiente oriental mexicana, mediante el uso de marcadores moleculares tipo ISSR.
Adicionalmente se obtuvo informacion etnobotanica sobre conocimiento local, manejo y
usos por medio de la aplicacion de encuestas. El uso de diez iniciadores ISSR generé
134 bandas polimorficas. Se calcularon las distancias de Dice entre colectas y se realizo
un analisis de agrupamiento con el método UPGMA, obteniéndose la formacion de cinco
grupos, los cuales se relacionaron con proximidad geografica, rango altitudinal y
apariencia de frutos. La mayor parte de la variabilidad genética en esta especie, se
concentra al interior de las poblaciones, siendo la region Huasteca la mas diversa. Con
31 variables etnobotanicas se llevd a cabo un analisis de correspondencia multiple, con
un 60.31 % de varianza acumulada en las primeras dos dimensiones. Las variables de
mayor influencia fueron: destino y estado del producto, cantidad que se recolecta para
venta, sitio de entrevista, precio por kilogramo, integrantes que se encargan de la venta,
época de recoleccion y sitios de comercializacion.

Palabras clave: Chile silvestre, diversidad genética, marcadores moleculares, ISSR.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION AND ETHNOBOTANICAL APPROACHMENT
OF WILD CHILI PEPPER (Capsicum annuum L. var. glabriusculum) OF THE
EASTERN SLOPE OF MEXICO?

ABSTRACT

The genetic diversity is the result of long processes of gene selection and recombination,
in which mutation, hybridization and migration are the main sources of variation. The
conservation of the vegetal gene pool is essential to preserve attributes or characteristics
of interest, as well as to have genes of importance for plant breeding. The use of wild
germplasm is a viable alternative to the loss of diversity in cultivated plants. The Chiltepin
pepper is considered the wild ancestor of the cultivated forms of chili. Its fruit is highly
valued and it is obtained from harvesting in natural populations. The main limitation for
commercial exploitation is the low germination rate, which is usually less than 5 %. In the
present study, the genetic variability of 70 collections of Chiltepin pepper from the eastern
Mexican slope was explored through the use of ISSR molecular markers. Additionally,
ethnobotanical information on local knowledge, management and uses was obtained
through surveys. The use of ten ISSR primers generated 134 polymorphic bands. The
Dice distances among collections were calculated and a clustering analysis was
performed with the UPGMA method, obtaining the formation of five groups, which were
related to the geographical proximity, altitudinal range and appearance of the fruits. Most
of the genetic variability in this species is concentrated within the populations, being the
Huasteca region the most diverse. A multiple correspondence analysis with 31
ethnobotanical variables was carried out with an accumulative variance of 60.31 % in the
first two dimensions. The variables of greatest influence were: the destination and
condition of the product, the amount collected for sale, the interview site, the price per
kilogram, the members who are responsible for the sale, the time of collection and the
marketing sites.

Key words: Chiltepin wild pepper, genetic diversity, molecular markers, ISSR

°Thesis of Horticultural Sciences MSc program, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Biol. Rebeca Hernandez Pefia
Advisor: Dr. Juan Martinez Solis
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INTRODUCCION

El chile Chiltepin es considerado el progenitor silvestre de la especie C. annuum y un
importante recurso genético para el mejoramiento de los chiles cultivados (Pickersqill,
1997; Aguilar Meléndez et al., 2009). Se distribuye desde el Norte de Peru, Colombia,
América Central, México y el Suroeste de Estados Unidos (Arizona, Nuevo México y
Texas) (Hernandez-Verdugo et al., 1999; Votava et al., 2002). Particularmente en México
se encuentra a lo largo de la costa del Pacifico desde Sonora hasta Chiapas y alrededor
de la peninsula de Yucatan y el Golfo de México, ademas en los estados de Baja
California, Coahuila, Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo y Puebla (Medina
et al., 2002; Gonzélez-Jara et al.,, 2011). Es un arbusto perenne de reproduccion
autdgama que presenta elevada plasticidad fenotipica en cuanto a la morfologia de las
hojas, la forma del fruto, los patrones de germinacion y de resistencia a patdégenos
(Hernandez-Verdugo et al., 2001). Su fruto es rico en compuestos fendlicos y flavonoides
con capacidades antioxidantes como luteolina, catequina y resveratrol, ademas es fuente
de capsaicinoides, capsinoides, carotenoides, tocoferoles (vitamina E), acido ascoérbico
(vitamina C) y compuestos voléatiles (Wahyuni et al., 2013; Hayano-Kanashiro et al.,
2016). Es muy apreciado y cotizado debido a su grado de pungencia y a que posee
propiedades que no irritan el sistema digestivo. En México es considerado el segundo
chile méas picoso (100,000-200,000 unidades Scoville), tan sélo después del Habanero
(C. chinense; 100,000 to 445,000 US) (SIAP, 2010).

La principal limitante para la explotacion comercial del chile Chiltepin es la latencia de la
semilla, lo cual ocasiona una baja germinacién que, en el medio natural, suele ser inferior
al 5% (Rodriguez del Bosque et al., 2004). Esto se atribuye a la impermeabilidad y dureza
de la cubierta seminal, a la baja permeabilidad del endospermo y a una latencia profunda
en la que se encuentra el embrion (Bafiuelos et al., 2008; Araiza et al., 2011). En
consecuencia, el mayor volumen comercializado se obtiene por recoleccion en
poblaciones silvestres, lo cual ha provocado un decremento de hasta el 50% de la
diversidad genética debido a factores como fragmentacion del habitat, fluctuaciones
climaticas y el efecto de ciertas presiones antropogénicas como la sobreexplotacion
(Gonzéalez-Jara et al., 2011).
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La cosecha de chile Chiltepin es una practica estacional de relevancia econémica para
las comunidades rurales. Es un elemento iconico de la gastronomia y la cultura nacional.
También se utiliza medicina tradicional para tratar padecimientos como dolores de
garganta, indigestion, acidez estomacal, dolor de oido, reumatismo, resfriados, tos

comun, gastritis y Ulceras (Nabhan et al., 1990; Bafiuelos et al., 2008).

El alto grado de aceptacion que tienen los chiles silvestres ha contribuido a que exista
una demanda constante y creciente por este producto haciendo evidente la falta de
estrategias de produccion. 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 permite llevar a cabo
un uso, explotacién y conservacion racionales. En este sentido, el objetivo del presente
estudio fue explorar la variabilidad genética de colectas de chile Chiltepin provenientes
de la vertiente oriental de México, asi como obtener informacion etnobotanica sobre el

conocimiento local, manejo y usos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Colecta del material vegetal
En el presente estudio se evaluaron 70 poblaciones de chile Chiltepin (Capsicum annum
L. var glabriusculum), provenientes de la vertiente oriental de México, que comprende los
estados de Hidalgo, Puebla, Veracruz, Tamaulipas, Nuevo Leon y Coahuila (Figura 5).
Se llevé a cabo una colecta de frutos maduros durante los afios 2017 y 2018. Cada

poblacién fue considerada como una unidad basica de caracterizaciéon (UBC).

Coahuila

Hidalgo

Veracruz

Puebla

Tamaulipas

Nuevo Ledn

Figura 5. Mapa de sitios geograficos de colecta de frutos y semillas de chile Chiltepin de
la vertiente oriental mexicana.

Las localidades fueron georreferenciadas (Apéndice 1). Los frutos obtenidos se secaron
a temperatura ambiente (18 °C) y posteriormente se extrajeron las semillas, las cuales

fueron separadas y etiquetadas de acuerdo a su sitio de recoleccion.

2. Tratamiento pre-germinativo
Para uniformizar la germinacion, las semillas colectadas fueron sumergidas en &cido
giberélico a una concentraciéon de 5 gL? durante 24 horas. Posteriormente, fueron
sembradas en charolas de poliestireno de 200 cavidades conteniendo como sustrato una
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mezcla de Peat Moss y Agrolita (3:1). Estas se mantuvieron en una camara de
germinacion a una temperatura de 30 °C bajo obscuridad hasta la emergencia de las

plantulas.

3. Caracterizacion molecular
Debido a los problemas de germinacion comunes en esta especie, en el caso de las UBDs
3 a la 53, el ADN fue extraido directamente de las semillas, para lo cual se empled 1
gramo por poblacién; mientras que en las UBCs restantes, de la 55 a la 84, el ADN se
purificé a partir de hojas jovenes, limpias y sanas, usando 1 gramo de peso fresco. Ambos
tipos de material vegetal fueron previamente lavados con alcohol al 70 %.

3.1 Extraccion y purificacién de ADN mediante el método CTAB. Un gramo
de tejido por cada UBC se colocé en un mortero al cual se le afiadio nitrégeno liquido
para macerar con un pistilo hasta obtener un polvo fino, el cual fue transferido con una
espatula metélica a un tubo Eppendorf de 1.5 mL que contenia 700 uL de amortiguador
de extraccion precalentado (Tris-HCI 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M, 2-
Mercaptoetanol (0.2 %), CTAB (2 %), pH 8.0). Después, se agitaron las muestras por
inversion hasta homogenizar la mezcla, se calentaron a 65 °C durante 20 minutos, se
agregaron 200 pL de acetato de potasio 5 M y se colocaron en bafio de hielo por 45
minutos; posteriormente se centrifugaron por 20 minutos a 21,000 xg y el sobrenadante
se trasfirié a otro tubo que contenia 600 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se

mantuvieron en agitacion continua dos minutos.

Se realiz6 una segunda centrifugacion a 12,000 xg por cinco minutos, la fase acuosa
superior fue separada y colocada en un nuevo tubo Eppendorf con 500 pL de isopropanol
frio. Cada muestra fue agitada por inversion para obtener el precipitado de acidos
nucleicos en forma de una nube blanquecina tenue. Los tubos se mantuvieron a -20 °C
durante 50 minutos y luego fueron centrifugados a 16,000 xg por 10 minutos. Se decanto
el sobrenadante reteniendo la pastilla en el fondo y se agregaron 700 uL de STE (pH 8),

conservando las muestras en un refrigerador a 4 °C.

Una vez que el ADN se disolvio, se agregaron 4 uL de ARNasa (10 mg/mL) y se incubo
a 37 °C por dos horas. El material genético fue reprecipitado mediante la adicion de 70

puL de acetato de sodio 3 My 700 uL de isopropanol frio agitando por inversion. Las
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muestras se colocaron a -20 °C por 30 minutos y después fueron centrifugadas a 8,000
xg por 10 minutos. Se decanto el sobrenadante y la pastilla de ADN fue lavada con 500
puL de etanol al 70 % (grado reactivo) para disolver sales. Posteriormente, los tubos
Eppendorf se centrifugaron a 8,000 xg por 10 minutos, se decanté el sobrenadante y se
secaron los residuos utilizando un Termoblock. Finalmente, la pastilla seca fue disuelta
en 100 pL de TE (pH 8). Las muestras fueron almacenadas a 4 °C.

3.2 Cuantificacion y cualificacion de ADN. La cuantificacion de ADN se llevo
a cabo utilizando un espectrofotometro NanoDrop 1,000 (Thermo Fisher Scientific, ds
DNA Factor: 50), a partir de 3 uL de cada muestra. Las lecturas se realizaron a una
longitud de onda de 260 nm y se registré la concentracion estimada en ng puL* asi como

la relacion 260/280, la cual es un parametro de pureza que se mide en la siguiente escala:

Cuadro 3. Intervalo de valores de la relacion 260/280 (L) indicador de la pureza del ADN
aislado.

Valor (A) Pureza
1.8-2 ADN con pureza 6ptima
16-1.8 ADN con pureza aceptable
<1.6 Presencia de compuestos aromaticos
>2.1 Contaminaciéon por ARN
<15 Contaminacion por sales, carbohidratos
y fenoles.

Una vez obtenidas las mediciones se realizaron las diluciones necesarias para llevar cada
una de las muestras a una concentracion final de 10 ng uL* utilizando la siguiente
expresion:

C2V2 (10 ng U.L_l)(loo uL)
C1V1 = C2V2 V1 = C V1 = C
1 1

Para verificar la calidad e integridad del material genético purificado, se empled6 un gel de

agarosa al 0.8 % adicionado con amortiguador TAE 1X. Después de la gelificacion
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térmica, en cada pozo se cargaron 8 uL de ADN mezclado con una gota de amortiguador
de carga, el cual aumenta la densidad de la muestra y permite su visualizacion.

Después de cargar todos los pozos se procedio a realizar la electroforesis por una hora,
utilizando una fuente de poder a 150 V y como amortiguador de corrimiento TAE 0.25X.
Al término de la misma el gel se sometio a tincion durante 20 minutos con bromuro de
etidio (0.5 pg mL?). Para fotodocumentar, el gel de agarosa se transfiri6 a un

transiluminador de luz UV y se capturé la imagen.

3.3 Obtencion de patrones tipo ISSR. En un ensayo previo se probaron 28
iniciadores (Sigma®), de los cuales se seleccionaron los 10 que produjeron bandas claras
y bien definidas (Figura 6). Nueve de ellos estuvieron anclados al extremo 3’ y uno (PHV
6) al extremo 5’ (Cuadro 4).

g

5000,

T T . e T --
. >z Iniciadores seleccionados ." 200 1

oL

PRV arPy e

Figura 6. Patrones de bandeo generados en la prueba de 28 iniciadores ISSR
(Sigma®). Carriles: 1» ISSR 1; 2— ISSR 2; 3 - ISSR 5; 4 ISSR 7; 5 PI1 01; 6>
PHV 6; 7> PHV 7; 85 ISSR 3; 9> ISSR 4; 10— ISSR 6; 11— PI1 04; 12— LOL 8; 13>
ISSR 8; 14— LOL 2; 15— P102; 16— P103; 17— MESL 2; 18— MESL 3; 19— ISSR 9;
20— ISSR 10; 21— LOL 7; 22— MESL 1; 23— Echt 5; 24— 17899 A; 25— 17898 B;
26— LOL 9; 27— LOL 10; 28—LOL 12. Marcador de peso molecular (1 Kb) a ambos
extremos.
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Cuadro 4. Iniciadores seleccionados, secuencia y temperatura de alineamiento para la
obtencién de los perfiles ISSR.

Iniciador Secuencia T.emper'atura de

(5= 3)) alineamiento (°C)
1 ISSR 9 (AG)sC 50
2 ISSR 3 (GA)sCTC 58
3 MESL 2 (GA)sGG 56
4 17898 B (CA)6GT 48
5 P102 (CA)sAGG 56
6 LOL 8 (GT)sCC 56
7 17899 A (CA)AG 48
8 PHV 6 CCA(CT)s 60
9 LOL 12 (GTG)sGC 48
10 Pl 04 (CT)sAGC 58

Para realizar la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con cada uno de los
iniciadores anteriormente seleccionados, se llevd a cabo el siguiente protocolo. En dos
tubos Eppendorf de 1.5 mL se preparé una mezcla de reaccion total (Cuadro 5), la cual
fue posteriormente alicuotada para obtener para cada una de las 70 muestras un volumen
final de 25 uL; adicionalmente se incluyé un control negativo que contenia todos los
reactivos a excepcion de ADN molde. Durante todo el proceso los tubos de PCR se

mantuvieron en frio para evitar la desnaturalizacién de la enzima.

Una vez que se colocaron todos los componentes en los tubos individuales, éstos fueron
transferidos a una placa del termociclador Veriti (96 Well Applied Biosystems®), el cual

fue programado como se indica en el Cuadro 6.
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Cuadro 5. Componentes y sus concentraciones en la mezcla de reaccion para PCR con
un volumen final de 25 pL.

Reactivo [Inicial] [Final] uL (1X)
H20 - - 5.2
dNTP’s 500 uM c/u 200 uM 10
Amortiguador 10X 1X 2.5
MgCl2 50 mM 3.0 mM 15
ADN molde 10 ng pL? 25 ng 2.5
Tag Pol 5U pL? 15U 0.3
Iniciador 10 ng pL? 30 ng 3

Cuadro 6. Condiciones de temperatura, duracién y numero de ciclos de amplificacion de
la PCR para la obtencion de patrones de tipo ISSR.

Temperatura Tiempo Numero de
Etapa .
(°C) (segundos) ciclos

Pre-desnaturalizacion 93 60 1
Desnaturalizacion 93 20

Alineamiento * 60 40
Extension 72 20

Extension final 72 360 1

* La temperatura de alineamiento dependio6 de la ° Tm recomendada para cada iniciador; ésta se indica en
el Cuadro 4.

Los productos obtenidos al término de la reaccion fueron separados por electroforesis
durante una hora (150 V) en un gel de agarosa al 2 %, colocando un marcador de peso
molecular y utilizando como amortiguador de corrimiento TAE 0.25 X. La tincion del gel
para la visualizacién de los fragmentos se llevo a cabo empleando bromuro de etidio (0.5

ug mL1) y posteriormente se capturé una imagen utilizando un transiluminador de luz UV.
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4. Recopilacion de informacidn etnobotanica

Se realizaron un total de 75 encuestas en las localidades de origen de las UBC’s
analizadas. Estas fueron dirigidas principalmente a predios particulares, recolectores y
vendedores, asi como a comercios locales formales e informales. Para ello se
seleccionaron un total de 31 variables relacionadas con el conocimiento etnoboténico,

usos y practicas agronémicas.

5. Analisis estadistico

Caracterizacién molecular. Con la informacion obtenida en los geles de agarosa
se construy0 una matriz binaria de ausencia / presencia de productos amplificados,
utilizando como base el codigo estandar para datos doble estado (0 para ausencia, 1 para

presencia).

51 Descriptiva de marcadores. A partir de esta matriz basica de datos se
realiz6 el andlisis descriptivo para marcadores utilizando el programa InfoGen®
(Universidad de Cordoba, Argentina), el cual mide las siguientes variables: nimero de
bandas polimorficas (BP), monomorficas (BM) y totales (BT), proporciéon de loci
polimorficos (PMF), contenido de informacion polimérfica (PIC), error estandar del PIC
(EE), porcentaje de amplificacion (AMP), y la probabilidad de que dos individuos

compartan el mismo alelo por azar (PDICMA) por medio de la siguiente formula:

PDICMA = P; (Xp)"

Donde: X representa el indice de similitud promedio para los pares de comparaciones

calculado como:

2N
XD:¢
N4 + Np

En este caso N,gindica el nimero de bandas presentes en las dos muestras
comparadas, Ny y Ny representan el numero total de bandas en las muestras Ay B
respectivamente y el superindice n es el nUmero promedio de productos de amplificacion

por muestra (Wetton et al., 1987).
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5.2 Matriz de similitud. Adicionalmente se construyd una matriz de similitud
fenética entre pares de UBCs con el programa NTSYSpc Ver. 2.21q utilizando el

coeficiente de asociacion de Dice, el cual se calcula como:

S = a _ 2a
P™ G@+b)+(@+c) 2a+b+c
2

Donde: a indica el nimero de bandas presentes en ambos individuos; b el nimero de
bandas presentes en el primer individuo, pero no en el segundo; y ¢ el nUumero de bandas

presentes en el segundo individuo, pero no en el primero.

5.3 Analisis de agrupamiento. A partir de dicha matriz de similitud de llevé a
cabo el analisis de agrupamiento o cluster empleando el método jerarquico, secuencial,
aglomerativo y anidado SAHN (Sequential, Agglomerative, Hierarchical and Nested) y el
algoritmo de agrupamiento por medias aritméticas no ponderadas UPGMA (Unweighted

pair-group method using aritmetic averages).

Para validar el agrupamiento obtenido se calculd el coeficiente de correlacion cofenética
como medida de distorsién, ademas se realiz6 un remuestreo (bootstraping 1,000
muestras) y el dendograma final se construyd considerando la matriz de similitud

promedio.

5.4 indice de diversidad genética de Shannon-Weaver y andlisis de
varianza molecular (AMOVA). Por otro lado, se calcul6 el indice de diversidad genética
de Shannon-Weaver de acuerdo a tres poblaciones establecidas a-priori empleando

criterios geograficos, mediante la siguiente ecuacion:

S
HI: —ZPU X lnPi]-
i

Donde: s denota el nUmero de caracteres (bandas) consideradas; Pjj es la frecuencia del
caracter i (banda i) en la poblacion j. Este analisis se realizd con el programa POPGENE
(Population Genetic Analysis) Ver. 1.32.
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Para definir la particién de la variacion genética total en sus componentes, dentro y entre
poblaciones, se llevé a cabo un analisis jerarquico de variacién molecular, por medio de

las distancias genéticas al cuadrado entre pares de UBCs.

Tanto la significancia de los componentes de varianza como los estadisticos derivados,
se obtuvieron mediante métodos de permutacién, evitando asi los usuales supuestos de
normalidad. Este analisis se llevd a cabo con el paquete InfoGen® (Universidad de

Cordoba, Argentina).

5.5 Andlisis de coordenadas principales (ACOORP). Con objeto de
corroborar los agrupamientos obtenidos se procedid a realizar un andlisis de
coordenadas principales, considerando las bandas generadas por los iniciadores como
loci individuales. Se obtuvieron los valores propios para cada coordenada, asi como el
porcentaje de variacion acumulada.

Se realiz6 el gréfico de sedimentacion y la visualizacion de las distancias en un sélo plano
empleando las dos primeras coordenadas. Estos planos vectoriales se obtuvieron a partir
de la descomposicion espectral de la matriz de similitud promedio generando un conjunto
de autovalores y autovectores. Cada uno de los nuevos ejes fueron ordenados en forma
decreciente respecto a su autovalor asociado, el cual proporcion6 una medida de la
variacion explicada sobre cada eje, expresada porcentualmente respecto a la variacion

total del modelo.

5.6 Analisis espacial de la variabilidad genética. Se evalud la correlacion
lineal entre la distancia geografica y la disimilitud genética por medio de la Prueba de

Mantel, en donde el estadistico Z se calculé mediante la siguiente ecuacion:

SP (X, Y)
JSS (X).SS(Y)

Donde: el numerador representa la covarianza entre matrices comparadas, y el

denominador la raiz cuadrada del producto de las varianzas de cada matriz.

Para llevar a cabo dicho andlisis se construy0 una matriz de distancias geograficas

esferoidales en kildbmetros (km), a partir de la informacion de latitud y longitud de las
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localidades de procedencia de cada una de las UBCs (Anexo 1), utilizando el método del
gran circulo:
CosD = (Sen (Lat;) X Sen (Latz)) + (Cos (Lat;) X Cos (Lat,) X Cos D Long)

Al comparar las matrices se obtuvo el coeficiente de correlacion lineal (r) y el p-valor como

medida de significancia.

Aspectos etnobotanicos. La informacion obtenida mediante las encuestas fue
transformada a variables categoéricas asignando un valor numérico a cada respuesta
(Cuadro 7). Posteriormente se realizd un analisis de correspondencia multiple y se
calcularon las medidas de discriminacion. Estas pruebas estadisticas se llevaron a cabo
usando el programa IBM SPSS Statistics Ver. 25.

Cuadro 7. Categorizacion de las variables sociales de conocimiento local, usos y manejo
del chile Chiltepin obtenidas a partir de 75 encuestas.

Variable Descripcion Estados de la variable
) . Comercio local
Predio particular
. . formal
1 Sitio de entrevista .
Lugar de Comercio local
recoleccién informal
2 Sexo Masculino Femenino
Hasta 30 51 a60
3 Edad 31a40 61 0 mas
41 a 50
Primaria Preparatoria
4 Escolaridad
Secundaria Licenciatura
5 NUumero de integrantes de la lad 8a10
familia 5a7 11 o més
Agricultura Oficios
6 Act|V|daq economica Comercio Otros
principal
Ganaderia
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Cuadro 7... Continuacion

Variable Descripcion Estados de la variable
7 Pertenenf:la agrupo S NoO
indigena
8 Método de obtencion del Cultivo Recoleccion
fruto
Chiltepin Timpinchile
9 Nombres comunes Chile de monte Amashito
Piquin Pajarito
10 Uso principal Alimenticio Medicinal
11 Regonommle_nto de S NoO
diferentes tipos
Un solo tipo Redondo y alargado
12 Tipos que son reconocidos _ _ Alargado grande y
Rojo y amarillo ~
pequefio
Indistinto Rojo alargado
13 Preferencia del producto Rojo Alargado grande
Rojo redondo
Todo el afio Marzo a Octubre
14 Epoca de recoleccion Enero a Octubre Sepn_embre a
Diciembre
Febrero a Octubre  Octubre a Diciembre
Autoconsumo Ambos
15 Destino del producto
Venta
No lo consume Cocteles
16 Platillos que se preparan Salsas Conservas
Enchiladas y salsas
No lo vende Local comercial
17 Sitios de venta
Mercados locales
18 Estado del producto en En fresco Ambos
venta En seco
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Cuadro 7... Continuacion

Variable Descripcion Estados de la variable
100 a 150 350 a 500
19 Precio por Kilogramo ($)
200 a 300
20 Cantidad que se recolecta 150 a 250 450 0 mas
para autoconsumo (g) 300 a 400
21 Cantidad que se recolecta 2ad 10a15
para venta (KQg) 528 20 0 M&s
1a10 31a50
22 Afos de recoleccion 11a20 50 0 més
21a 30
23 Sitio de recoleccion Traspatio Parcelas
24 Intercambio d_e planta y/o S NoO
semilla
25 Tipo de manejo Ninguno Riego
- Integrantes que se encargan Toda la familia Mujeres y nifios
de larecoleccion Ambos padres Padre
7 Integrantes que se encargan Ambos padres Mujeres y nifias
de la venta Padre
28 Intentos de cultivo Si No
Germinacion Bajo rendimiento
29 Motivos de éxito o fracaso EstabIeE:|m|ento de Co_ndl'c!ones
plantula climaticas
Lento crecimiento
Conocimiento de marcas
30 nacionales o internacionales Si No
de venta del producto
31 Consumo de productos No Chile en polvo

procesados

Salsas envasadas
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion molecular
La cantidad de ADN obtenida a partir de los dos tipos de tejidos utilizados fue diferente
(Apéndice 2). En el caso de la extraccion a partir de semilla se obtuvieron cantidades de
material genético que oscilaron de 34 hasta 373 ng/uL (145.1 en promedio). De acuerdo
a la relacion de absorbancia 260/280 el 58.8 % de las muestras procesadas presentaron
una calidad aceptable, mientras que el 21.6 % presentd contaminacion con compuestos
aromaticos y el 19.6 % restante mostré contaminacion con sales, carbohidratos y/o
fenoles. En el gel de calidad de agarosa se observaron bandas claras de alto peso
molecular, acompafiadas de barridos ligeros que indican la fragmentacién parcial del
material durante su tratamiento. Del total de las muestras analizadas, el 96.22 % presento

amplificacion durante las diferentes reacciones de PCR.

La extraccion de ADN a partir de hojas jovenes produjo concentraciones que variaron
entre 2.7 'y 99.2 ng/uL (47.13 en promedio), por lo que los rendimientos fueron menores
a los obtenidos a partir de semilla. De acuerdo a la relacion de absorbancia 260/280 el
57.9 % de las muestras presentaron pureza 6ptima, mientras que 5.2 % de ellas sélo
mostraron un rango aceptable. En el 36.9 % restante se determind contaminacion por
ARN. El gel de calidad permitié la visualizacion de una Unica banda nitida de alto peso
molecular en todos los casos. Ademas, se observé un 93.75 % de amplificacion en el

total de las reacciones.

Los resultados del método de extraccion y purificacion de ADN a partir de diferentes
muestras de tipo biolégico tienen una repercusion significativa en la sensibilidad y
reproducibilidad de los analisis moleculares. La eleccién y aplicacion de las diferentes
técnicas depende del organismo en estudio, los propésitos de la investigacion, el tipo de
tejido disponible, asi como su estado de conservacion, la infraestructura y recursos con
gue se cuenta y en gran medida de la habilidad de extraccion (Alejos et al., 2014). Cada
sistema particular de marcadores presenta requerimientos especificos. Por ejemplo, los
marcadores basados en hibridacion y secuenciacion, requieren que el material genético
purificado sea abundante, de alto peso molecular y libre de contaminacion, mientras que

los marcadores basados en PCR presentan exigencias menores (Singh y Singh, 2015).
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En el caso del chile Chiltepin, la extracciébn de ADN a partir de semilla, representa una
alternativa viable, considerando la dificultad en la germinacion y por lo tanto en la
obtencion de tejido joven. El protocolo usado en el presente estudio permitio la
purificacion de material genético con buen rendimiento y calidad aceptable, lo cual

permite la ejecucion de diferentes técnicas.

En relacion a los perfiles moleculares de tipo ISSR se obtuvo un total de 136 bandas
amplificadas, de las cuales Unicamente dos fueron monomorficas, por lo que el porcentaje
de polimorfismo fue de 98.5 %. El numero de bandas obtenidas por cada iniciador vario
de 9 a 23, con un promedio de 13.6; mientras que la frecuencia de las bandas generadas

oscild entre 0.10 hasta 0.78.

Los resultados obtenidos muestran que los ISSR son marcadores moleculares que
proporcionan mayor cantidad de informacién que otros marcadores también dominantes.
Asi el uso de RAPDs con 11 iniciadores aleatorios para evaluar la variabilidad genética
de 43 poblaciones procedentes de Sonora, Chihuahua, Arizona y Guatemala generd 96
bandas totales (en promedio 8.7 bandas por iniciador), de las cuales so6lo 36 fueron
polimorficas (37.5 % de polimorfismo) (Votava et al., 2002). De manera similar cuando se
usaron marcadores AFLP (tres combinaciones enzimaticas) para el andlisis de la
diversidad genética de 74 accesiones, del total de bandas obtenidas, Unicamente 68 de

ellas fueron polimérficas (Guzman et al., 2005).

Los marcadores ISSR son un tipo de marcador dominante altamente polimérfico y pueden
considerarse como una herramienta Util en estudios de diversidad genética ya que
permiten la diferenciacion de individuos y poblaciones (Culley y Wolfe, 2001). Asi en un
estudio realizado en cuatro poblaciones de Capsicum annuum de la India en el cual se
usaron iniciadores ISSRs de di y trinucleotidos, asi como distintos métodos de tincion
(bromuro de etidio o fluorescencia), se obtuvieron 212 bandas (30 en promedio por
iniciador) y 288 bandas (36 por iniciador), respectivamente. Mientras que mediante el uso
de fluorescencia y un secuenciador automatico fue posible contabilizar 556 bandas (141
en promedio por iniciador) (Kumar et al., 2001). Por lo que los resultados obtenidos en
este trabajo corroboran la utilidad de los marcadores ISSR para el estudio de la

variabilidad genética presente en poblaciones de chile Chiltepin.
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En la Figura 7 se pueden apreciar los patrones de bandeo obtenidos con 3 de los 10
iniciadores ISSR evaluados en el presente estudio. Estos fueron nitidos y las bandas
generadas estuvieron bien definidas, lo cual facilitd su clara codificacion en la Matriz
Basica de Datos como 0 (ausencia) 0 1 (presencia). Estos perfiles moleculares muestran

claras diferencias entre las UBCs de chile Chiltepin evaluadas.

Figura 7. Perfiles moleculares de ISSR obtenidos con los iniciadores: A) ISSR-03, B)
17899 Ay C) PHV-06 en 70 colectas de chile Chiltepin. Marcador de peso molecular (1
Kb) en ambos extremos.
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1.1 Descriptiva de marcadores. El andlisis de los perfiles moleculares de las
70 UBCs demostré que no hubo muestras duplicadas. El porcentaje de polimorfismo total
obtenido mediante el uso de los 10 iniciadores seleccionados fue de 98.53%. El iniciador
gue mas amplicones produjo fue el ISSR 3 (23 bandas) con un 41.74% de amplificacion

a través de todas las UBCs (Cuadro 8).

Los valores mas altos de contenido de informacion polimorfica (PIC) fueron registrados
para los iniciadores: ISSR 3, MESL 2, PHV 6, 17898 B y PI 04. Estos superan la mitad
del rango esperado para el PIC (0.01 a 0.50), es decir, fueron los mas informativos y, por
tanto, se consideran de gran utilidad para subsecuentes estudios de caracterizacion en

esta especie.

La menor probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo por azar
(PDICMA) también correspondio al iniciador ISSR 3 (Cuadro 8). Esto indica que dicho
iniciador presentd un gran poder discriminante para la separacion de las UBCs
consideradas.

Cuadro 8. Descriptiva de 10 marcadores ISSR usados para la obtencion de perfiles
moleculares de 70 UBCs de chile Chiltepin.

Iniciador Bp BM BT PMF PIC EE.AMP PDICMA
1 ISSR9 14 0 14 100 030 0.02 5265 16E-11
2 ISSR3 23 0 23 100 034 001 4174 19E-16
3 MESL2 12 0 12 100 033 001 5238 1.7E-14
4 17898B 12 0 12 100 032 0.01 5048 6.9E-13
5 P1 02 12 0 12 092 030 0.01 5690 5.7E-12
6 LOL 8 13 0 13 092 029 0.02 56.70 7.6E-11
7 17899 A 11 0 11 100 030 0.01 6468 54E-12
8 PHV 6 18 0 18 100 032 001 5460 13E-12
9 LOL12 7 2 9 078 0.22 0.02 68.73 7.0E-09
10 Pl 04 12 0 12 100 032 001 4250 19E-13

Total 134 2 136 52.75 1.5E-118

BP: Bandas polimérficas; BM: Bandas monomorficas; BT: Bandas totales; PMF: Proporcion de loci
polimorficos; PIC: Contenido de informacion polimorfica; E.E: Error estandar del PIC; AMP: Porcentaje de
amplificacion; PDICMA: Probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo por azar.
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Se ha propuesto que la especificidad de locus y la reproducibilidad de los ensayos ISSR
pueden aumentarse mediante el incremento de la temperatura de alineamiento y de la
longitud de los iniciadores. De este modo se reduce la probabilidad de que ocurran
apareamientos no especificos de los iniciadores con el ADN blanco y, que después de la
amplificacion resulten en variaciones en los patrones de bandeo debidas a las
condiciones del procedimiento y no a cambios genéticos (Godwin et al., 1997; Kumar et
al., 2001).

1.2 Analisis de agrupamiento. A partir de las distancias genéticas de Dice
entre pares de UBCs se realizé un analisis de agrupamiento mediante el método UPGMA.
El dendograma obtenido a partir de 1,000 remuestreos se presenta en la Figura 8. En ella

se puede apreciar la formacion de cinco grupos.

En el grupo |y el lll se ubicaron las UBCs provenientes de los estados de Hidalgo, Puebla
y Veracruz. A pesar de que inicialmente se considerd que las UBCs provenientes de la
zona geografica de las huastecas deberian tener un alto grado de similitud genética entre
ellas, este resultado demuestra que este no es el caso. De manera que mas que la zona
geografica de procedencia, al parecer el factor altitud fue clave para la diferenciacién de
las UBCs. Asi, la mayor parte de las muestras aglomeradas dentro del grupo | fueron
obtenidas de localidades ubicadas a bajas altitudes (de 115 a 450 msnm), mientras que
las UBCs que conformaron el grupo lll se desarrollan a mayor altitud (de 500 a 970
msnm). Por lo que el agrupamiento obtenido indica que las colectas de dicha zona a
pesar de constituirse como poblaciones simpatricas presentan diferenciacion genética
entre ellas, motivo por el cual se separan en dos grupos. Por tanto, esta region puede

considerarse como un sitio de alta diversidad.

El grupo Il se formé por nueve de las diez UBCs provenientes de la regién Noreste de
México, particularmente de los estados de Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas. A pesar
de que el dendrograma muestra una cierta relacion genética entre estos materiales y los
del grupo I, conformaron un conjunto bien diferenciado. Esta separacion era esperada
debido a que las condiciones ecolégicas que prevalecen en dicha zona geogréfica son
de clima mucho més seco que el que se presenta en la region Huasteca; adicionalmente,

existen claras diferencias morfologicas en los frutos de ambas procedencias, mientras
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gue los del noreste tienden a ser redondos, los del centro son en su mayoria alargados
(Rodriguez del Bosque et al., 2004).

Solo una de las UBCs provenientes del estado de Tamaulipas no se agrupd junto con el
resto de las colectas de la misma zona geogréfica. Esta discrepancia podria deberse al
movimiento de recursos genéticos de esta especie llevado a cabo por los productores,
por lo que pudo haber provenido inicialmente de algun lugar de la Huasteca o zonas
aledafas.

PUE-15
HID-27
— VER-13

_| ——HID-30
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Figura 8. Dendograma de 70 UBCs de chile Chiltepin construido utilizando el coeficiente
se asociacion de Dice y el método de ligamiento promedio UPGMA, a partir de la
amplificacion por PCR de 10 iniciadores de tipo ISSR.
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El grupo IV estuvo conformado por todas las UBCs provenientes del sur del estado de
Veracruz, region cercana a la zona costera, con clima calido humedo. Desde el punto de
vista morfologico, mostraron frutos alargados, pero de mayor tamafo respecto al resto

de las colectas evaluadas en este trabajo.

El grupo V estuvo constituido unicamente por dos UBCs procedentes del estado de
Hidalgo pero que se diferenciaron claramente del resto por presentar frutos redondos que
pueden ser de color amarillo y/o rojo a la madurez, morfolégicamente muy similares a la
variante de chile Chiltepin considerada como representativa del estado de Yucatan

(Rodriguez del Bosque et al., 2004).

Como método de validacion interna se construyd una matriz cofenética y el coeficiente

de correlacion obtenido fue r = 0.84355.

1.3 indice de diversidad de Shannon-Weaver (H') y analisis de varianza
molecular (AMOVA). En el planteamiento original del presente estudio se definieron a
priori tres zonas geogréficas de colecta: Region Noreste, Region Huasteca y Region
Costera. El indice de diversidad biol6gica de Shannon-Weaver estimado para las UBCs

por procedencia geogréafica se muestra en el Cuadro 9.

Cuadro 9. indice de Shannon-Weaver, nimero y porcentaje de loci polimérficos para tres
poblaciones determinadas a priori de acuerdo a su localizacién geografica.

Poblacién H’ Lp % Lp
1 Region Noreste 0.3162 91 66.91
2 Region Huasteca 0.5484 132 97.06
3 Region Costera 0.2657 67 49.26

H': indice de Shannon-Weaver; Lp: Numero de loci polimorficos; % Lp: Porcentaje de loci polimérficos
dentro de cada poblacion.

Adicionalmente se calcul6d la diversidad genética multipoblacional la cual fue de H: =
0.5486. A partir de estos valores se obtuvo la proporcién de la variacion genética que se

encuentra dentro de las poblaciones como se indica a continuacion:
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Promedio de la diversidad intrapoblacional (Hy)

x 100
Diversidad multipoblacional (H;)
0.3162 + 0.5484 + 0.2657
- ( 3 ) 100 = 23768 L 100 = 68.68%
- 0.5486 ~ 0.5486 - ORPEA

Este valor muestra que el mayor porcentaje de la variabilidad molecular (68.68 %) se
concentra al interior de las poblaciones, siendo la region Huasteca (que incluye los
estados de Hidalgo, Puebla y Veracruz) la mas diversa (Hs= 0.5484). Este resultado
coincide con Herndndez-Verdugo et al. (2001) quienes reportaron un indice de diversidad

de H'=0.474 para poblaciones de chiles silvestres del Noroeste de México.

El analisis de varianza molecular (AMOVA) arrojo resultados similares (Cuadro 10). Este
indica que el mayor porcentaje de diferenciacién se encuentra dentro de las poblaciones

(75.85 %) mientras que el 24.17 % de la variacion se distribuye entre las mismas.

Cuadro 10. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA) para las 70 UBCs de chile
Chiltepin

FV gl SC CM Ccv PV P-valor

Interpoblacional 2 244.27 122.14 7.81 24.17 < 0.0001
Intrapoblacional 67 1641.50 24.50 24.50 75.83 < 0.0001

Total 69 1885.77 27.33 32.31 100.00

FV: Fuente de variacién; gl: grados de libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrados medios; CV:
Componente de varianza estimado; PV: Porcentaje de variacion; P-valor: probabilidad de significancia.

La distribucién no aleatoria de la variabilidad en poblaciones conespecificas se conoce
como estructura genética; ésta se define por diversos factores como tasa de mutacion,
deriva, seleccion, flujo génico, sistema reproductivo, distribucion geografica y

mecanismos de dispersion (Rao y Hodgkin, 2002).

Durante el proceso de domesticacion, las plantas cultivadas son expuestas a condiciones

ecologicas distintas a las de sus centros de origen y se encuentran bajo fuertes presiones
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de seleccion, lo cual resulta en cambios en su morfologia y fisiologia. Estos cambios
provocan que las poblaciones cultivadas se diferencien respecto de sus progenitores
silvestres y sus parientes cercanos (Gepts, 2004; Casas et al., 2007).

De manera general, las especies silvestres, a diferencia de las plantas cultivadas,
mantienen altos niveles de variacién genética, por lo que no es sorprendente que en el
caso del chile Chiltepin, dado su caracter silvestre, muestre alta variabilidad genética
dentro de poblaciones, a diferencia de los chiles cultivados, los cuales generalmente

presentan una mayor variacion entre poblaciones (Doebley et al., 2006).

No obstante, se ha reportado una disminucion drastica, en mas del 50 %, de la diversidad
genética del chile Chiltepin, debido a factores como fragmentacion del hébitat,
fluctuaciones climaticas y el efecto de ciertas presiones antropogénicas como la
sobreexplotacion (Gonzalez-Jara et al., 2011).

1.4 Andlisis de coordenadas principales. Un andlisis de ordenacién permite,
a partir de la reduccion de la dimensionalidad, explicar la mayor parte de la variabilidad
existente en una muestra. El analisis de coordenadas principales es un método
multivariado que permite el uso de variables cualitativas y ha sido una herramienta util
para explorar las relaciones entre UBCs a partir de marcadores dominantes como
RAPDs, ISSRs y AFLPs.

La variacion total acumulada para las primeras dos coordenadas fue de 76.82 %. La
coordenada 1 represento6 el 46.25 %, mientras que a la 2 le correspondi6 el 30.57 %
(Cuadro 11).

Cuadro 11. Andlisis de coordenadas principales y particién de varianza molecular de 70
UBCs de chile Chiltepin.

Coordenada Alfa de Total % de
Cronbach (autovalor) Varianza
1 0.983 32.379 46.256
2 0.967 21.401 30.572
Total 0.996 53.780 76.829
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En la representacion grafica de este andlisis (Figura 9), de forma general se puede
observar un grupo compacto en el cuadrante | constituido por UBCs de los estados de
Hidalgo, Puebla y Veracruz. Este cimulo es consistente con el grupo | establecido en el

andlisis de agrupamiento, diferenciandose entre si por la inclusién de la UBC HID-20.

Para el caso de las colectas de la region Noreste, éstas se localizaron junto con las de la
Huasteca en el cuadrante |, a diferencia de lo obtenido en el dendrograma, dentro del
cual este grupo de accesiones se diferencié claramente del anterior, aunque se pudo
observar una relacion cercana a las UBCs del grupo I.

El resto de las UBCs provenientes de los estados de Hidalgo, Puebla y Veracruz se
posicionaron dentro del segundo y tercer cuadrante. El eje de las ordenadas separé del
resto del grupo a la colecta 1 proveniente del estado de Tamaulipas, situacién que
coincide con el analisis de agrupamiento, donde este material quedo fuera del grupo lll.
Estos resultados sugieren que dicha colecta debe tener una constitucion genética muy
particular, por lo que podria resultar de interés el estudiarla en mayor detalle para analizar

su posible inclusion en un eventual programa de mejoramiento genético de esta especie.

Las colectas HID-22 e HID-25 se diferenciaron del resto de los materiales debido a la
coloracion amarilla y a la forma redonda de sus frutos.
Las accesiones provenientes del sur de Veracruz se agruparon juntas y se localizaron en

la parte inferior del gréfico.

La comparacion de los resultados obtenidos del andlisis de ordenacién (ACoorP) con
respecto a los producidos a partir del analisis de agrupamiento (dendrograma), mostraron
una similitud del 97 %, ya que 68 de las 70 UBCs evaluadas fueron clasificadas u

ordenadas de la misma forma.

Estos resultados corroboran la robustez del andlisis de agrupamiento y sugieren que las
relaciones encontradas entre las distintas colectas de chile Chiltepin se deben a su
similitud genética y no a distorsiones ocasionadas por los supuestos matematicos usados

en la construccion de cada uno de los modelos.
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Figura 9. Analisis de coordenadas principales de 70 UBCs de chile Chiltepin de la
vertiente oriental mexicana.

15
disimilitud genética de las UBCs estudiadas y la distancia geogréafica de los sitios de

Prueba de Mantel. Con objeto de corroborar si existié una relacion entre la

procedencia, se realizdé una prueba de correlacién de Mantel comparando las matrices
obtenidas a partir de diferentes permutaciones. El juego de hipotesis que se probo fue el
siguiente:

Ho: Las matrices no estan correlacionadas

Ha: Las matrices estan correlacionadas positivamente

Al considerar como nivel de significancia a =0.01, se obtuvo un P-valor de <0.0001, por

lo que se rechaza la hipétesis nula y se concluye que las matrices estan correlacionadas
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en forma positiva, es decir, a mayor distancia geografica hay mayor disimilitud genética.
Sin embargo, el coeficiente de correlacién entre matrices r =0.535 fue bajo, lo cual sugiere
gque a una misma distancia geografica se podrian encontrar UBCs que difieran

genéticamente (Figura 10).
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Figura 10. Prueba de Mantel para las matrices de disimilitud genética y distancia
geografica (r=0.535; P <0.0001).

Este resultado parece corroborar lo observado previamente, ya que si la mayor
proporcién de la diversidad del chile Chiltepin se encuentra dentro de las poblaciones, el
patrén geografico esperado mostraria individuos genéticamente distintos que comparten
un area comun. Cuando la correlacion es estadisticamente significativa, se dice que
existe estructura espacial; sin embargo, ésta es de tipo lineal y los patrones espaciales
subyacentes no son graficamente reconocibles. En dicho caso los individuos son
similares entre si en regiones contiguas y se diferencian a largas distancias (Legendre y
Fortin, 2010).
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Los estudios de diversidad de las poblaciones se basan en el hecho de que la variabilidad
de las especies tiene una distribucion no aleatoria y que se pueden definir e identificar
patrones de variacion. El origen geografico, ecolégico o ambiental de los individuos, suele
ser un buen indicador de la divergencia entre las poblaciones, ademas de sefalar
adaptaciones especificas. Es un criterio simple y efectivo para clasificar germoplasma
(Abadie y Berretta, 2010).

La distribucion espacial de especies cultivadas refleja la adaptacién ecogeografica y las
preferencias de los agricultores, mientras que en los parientes silvestres estos patrones
no suelen ser claros. Un estudio previo realizado en Chiltepin por Loaiza-Figueroa et al.
(1989) a partir de nueve sistemas isoenzimaticos, concluyo que la diferenciacién genética
encontrada estuvo correlacionada con el aislamiento geografico de las poblaciones. Este
modelo se observo en poblaciones alopatricas del Noroeste y Noreste de México que se
encontraban a 900 km de distancia, separadas por la regién arida denominada Altiplano
Central. Este aislamiento parece haber persistido por un largo tiempo, ya que hubo una
migracion baja o nula entre ellas, favoreciendo su divergencia (Loaiza-Figueroa et al.,
1989).

Otro estudio sobre la diversidad genética y la distancia geografica entre especies
cultivadas y semicultivadas del género Capsicum fue llevado a cabo por Aguilar-
Meléndez et al. (2009). En dicho estudio se establecié a la peninsula de Yucatan como
un posible centro de diversificacién debido a la presencia un gran nimero de haplotipos
entre accesiones silvestres, las cuales se diferencian entre si y con respecto a las

poblaciones del Este y Oeste de la Republica Mexicana.

2. Andlisis etnobotéanico

El analisis de la informacion etnobotanica obtenida a través de las 75 encuestas
realizadas (Cuadro 12) permite concluir que, de la poblacion muestreada, el 30.7 %
correspondio a predios particulares, 30.7 % a recolectores, 12.0 % a comercios formales
y el 26.7 % a comercios informales. La mayor proporcion de individuos encuestados (29.3
%) tenian entre 31 y 40 afios de edad. El nivel de escolaridad predominante fue

preparatoria (40.0 %) y un namero muy reducido de los entrevistados concluyé los
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estudios superiores (5.3 %). Las familias estuvieron constituidas en su mayoria por cinco
a siete integrantes (46.7 %) y la principal actividad econémica es el comercio minorista
(57.3 %), seguida por la agricultura a pequefia escala (26.7 %). El 34.7 % de la poblacion

muestreada indicO pertenecer a un grupo indigena.

La denominacion local de los chiles silvestres es muy variable y suele depender de las
caracteristicas y tipo de uso, asi como del intercambio cultural entre regiones geograficas
adyacentes (Guzman et al., 2005; Araiza et al., 2011). Los hombres comunes con los que
se conoce a la especie C. annuum var. glabriusculum son: Chiltepin (38.7 %), chile de
monte (34.7 %), Piquin (10.7 %), Amashito (9.3 %), Timpimchile (5.3 %) y pajarito (1.3
%). Se ha referido que la palabra Chiltepin proviene del vocablo “chilli” que significa chile

y “tecpin” pulga (Bafiuelos et al., 2008).

El color que adquiere el chile Chiltepin a la madurez permite clasificar a los diferentes
tipos entre los que presentan un color rojo intenso y aquellos que son de color amarillo y
un 32 % de los encuestados reconocen y diferencian estos tipos. Las principales formas
del fruto se describen como alargados (los cuales pueden ser de distintos tamafios) y los
redondos. La preferencia de autoconsumo y mercado de dicho fruto se concentra en los
tipos alargados y de color rojo brillante de acuerdo con el 29.3 % de los encuestados;
este tipo de fruto es sumamente apreciado y preferido en el mercado nacional e
internacional aun sobre los tipos jalapefio y serrano, dado su sabor, grado de pungencia
y baja irritabilidad del sistema digestivo (Laborde y Pozo, 1982; Rodriguez del Bosque et
al., 2004).

El principal uso del chile Chiltepin es el alimenticio (90.7 %). Se han realizado estudios
bioquimicos que lo consideran como una fuente importante de compuestos antioxidantes
y vitaminas C y E (Wahyuni et al., 2013; Hayano-Kanashiro et al., 2016). Otro uso de los
frutos es el medicinal (9.3 %), donde se ha empleado para mitigar las molestias de
trastornos gastrointestinales como gastritis y Ulceras, para tratar dolores de garganta y

oidos, resfriados y tos comun (Nabhan et al., 1990; Barfiuelos et al., 2008).

La época de recoleccion varia segun la region, por ejemplo, en la zona del Noreste
(Tamaulipas y Nuevo Leon) se efectia durante los meses de septiembre a diciembre,

mientras que en la Huasteca se pueden encontrar frutos casi todo el afio. El 72 % de los
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recolectores acude a pequefas colinas, montes y/o a parcelas, que son sitios de cultivo
aledafios a las comunidades, mientras que el 28 % aprovecha Unicamente plantas de
traspatio. Esta actividad es realizada mayormente por mujeres y nifios (54.7 %) y
representa una labor estacional de importancia econémica de fuerte apego cultural para

las comunidades rurales (Bafiuelos et al., 2008).

El destino de la produccion se establece de forma muy especifica: 30.7 % se destina al
autoconsumo y 24 % a la venta, mientras que el 45.3 % restante se divide indistintamente
para ambos fines. En relacion al autoconsumo, el 49.1 % de los encuestados consumen
entre 150 a 250 g al afio, 43.9 % entre 300 a 400 g mientras que so6lo el 7 % consume
450 g o méas. El chile Chiltepin se emplea comunmente en la preparacion de enchiladas,
salsas, cocteles y conservas, y se considera un elemento iconico de la cocina tradicional

mexicana (Bafiuelos et al., 2008).

El chile Chiltepin se comercializa principalmente en los mercados informales locales (48.0
%) y solo el 21.3 % de la produccion se ofrece en locales comerciales establecidos
formalmente. Estos frutos se comercializan principalmente en fresco (63.5 %, ya sea en
verde o0 rojo), aunque en ciertas épocas del afio se puede encontrar seco 0 en conserva
(32.7 %). El precio por kilogramo varia de $100 a $500 pesos mexicanos, siendo mas
costoso en la regidn Noreste respecto a Hidalgo, Puebla y Veracruz. No obstante, el costo
promedio reportado por los encuestados es considerablemente menor al registrado por
ejemplo para el estado de Sonora ($700 en promedio) ya que en dicha zona se realiza la
exportacion de hasta seis toneladas anuales de chile Chiltepin rojo en seco,

principalmente hacia California y Arizona (Montes et al., 2006).

Puesto que todos los frutos consumidos o comercializados provienen de recoleccion, el
90.7 % de los encuestados reporté no realizar alguna practica de manejo y solo el 9.3 %
indica aplicar riegos esporadicos. Las poblaciones silvestres han experimentado un
decremento significativo debido a la creciente demanda por el producto, a su
consecuente extraccion del medio natural y a la falta de estrategias de produccion
(Gonzalez-Jara et al., 2011; Hayano-Kanashiro et al., 2016).

El 32 % de los encuestados ha realizado intentos de cultivo que no han prosperado por

diferentes causas, tales como la escasa o0 nula germinacion de la semilla (41.7 %) y la
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subsecuente dificultad en el establecimiento de plantulas (8.3 %), el lento crecimiento y
desarrollo de los arbustos (16.7 %), asi como el bajo rendimiento obtenido (25.0 %). Otro
aspecto que limita el cultivo de esta especie son las condiciones climaticas adversas,
fundamentalmente en la region Noreste (8.3 %). La nula o baja germinacion de las
semillas es una caracteristica comun en plantas silvestres y refleja una adaptacion a las
condiciones ecologicas persistentes. Esta caracteristica representa la mayor limitante
para la explotacion comercial del chile Chiltepin; sin embargo, se han desarrollado
mecanismos quimicos, como el uso de acido giberélico, y tratamientos de
acondicionamiento metabdlico que incrementan la germinaciéon (Chen y Bradford, 2000;
Araiza et al., 2011).

Del total de los entrevistados, el 77.3 % afirma no conocer alguna marca nacional o
internacional de distribucién y venta de chile Chiltepin o sus derivados, y solo el 22 % ha
consumido algun producto procesado en forma de salsas envasadas (10.7 %) o chile en
polvo (13.3 %).

Cuadro 12. Variables sociales y agrondémicas de conocimiento, usos y manejo del chile
Chiltepin en la vertiente oriental de México.

Variable Descripcién Estados de la variable Porcentaje (%)

Predio particular 30.7
Lugar de recoleccion 30.7

1 Sitio de entrevista
Comercio local formal 12.0
Comercio local informal 26.7
Masculino 72.0

2 Sexo

Femenino 28.0
Hasta 30 8.0
31 a40 29.3
3 Edad 41 a 50 20.0
51 a 60 18.7
61 0 mas 24.0
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Cuadro 12... Continuacion

Variable Descripcién Estados de la variable Porcentaje (%)
Primaria 26.7
Secundaria 28.0
4 Escolaridad
Preparatoria 40.0
Licenciatura 5.3
1a4 21.3
46.7
5 Numero de integrantes Sa’
de la familia 8a10 253
11 0 méas 6.7
Agricultura 26.7
Comercio 57.3
Actividad econémica ; 2.7
6 principal Ganaderia
Oficios 8.0
Otros 5.3
: si 34.7
7 Pertenencia a grupo
indigena No 65.3
i 0
8 Método de obtencién Cultivo
del fruto Recoleccion 100
Chiltepin 38.7
Chile de monte 34.7
Piquin 10.7
9 Nombres comunes
Timpinchile 5.3
Amashito 9.3
Pajarito 13
Alimenticio 90.7
10 Uso principal
Medicinal 9.3
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Cuadro 12... Continuacion

Variable Descripcién Estados de la variable Porcentaje (%)
1 42.7
1 Reconocimiento de Si
diferentes tipos No 57.3
Un solo tipo 57.3
Ti Rojo y amarillo 22.7
12 ipos que son
reconocidos Redondo y alargado 18.7
Alargado grande y 1.3
pequeio
Indistinto 57.3
13 Preferencia del Rojo redondo 9.3
producto
Rojo alargado 29.3
Alargado grande 13
Todo el afio 6.7
Enero a Octubre 6.7
) Febrero a Octubre 29.3
14 Epoca de recoleccién
Marzo a Octubre 44.0
Septiembre a Diciembre 6.7
Octubre a Diciembre 6.7
Autoconsumo 30.7
15 Destino del producto Venta 24.0
Ambos 45.3
No lo consume 24.0
Salsas 28.0
Platillos que se . 427
16 preparan Enchiladas y salsas
Cocteles 2.7
Conservas 2.7
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Cuadro 12... Continuacion

Variable Descripcién Estados de la variable Porcentaje (%)
No lo vende 30.7
17 Sitios de venta Mercados locales 48.0
Local comercial 21.3
En fresco 63.5
Estado del producto en 3.8
18 venta En seco
Ambos 32.7
100 a 150 73.6
19 Precio po(r$l)<|logramo 200 2 300 18.9
350 a 500 7.5
_ 150 a 250 49.1
Cantidad que se
20 recolecta para 300 a 400 43.9
autoconsumo (g)
450 0 mas 7.0
2a4 46.2
Cantidad que se 5a8 44.2
21 recolecta para venta
(Kg) 10 a 15 3.8
20 0 mas 5.8
1a10 20.0
11a20 20.0
22 Afios de recoleccion 21 a 30 26.7
31a50 20.0
50 0 mas 13.3
Traspatio 28.0
23 Sitio de recoleccion
Parcelas 72.0
i Sj 1.3
o Intercambio de planta
y/o semilla No 08.7
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Cuadro 12... Continuacion

Variable Descripcién Estados de la variable Porcentaje (%)
Ninguno 90.7
25 Tipo de manejo
Riego 9.3
Toda la familia 16.0
Integrantes que se Ambos padres 20.0
26 encargan de la
recoleccion Mujeres y nifios 54.7
Padre 9.3
Ambos padres 51.9
Integrantes que se 5.8
21 encargan de la venta Padre
Mujeres y nifias 42.3
Si 32.0
28 Intentos de cultivo
No 68.0
Germinacién 41.7
Establecimiento de 8.3
Mot de éxi plantula
otivos de éxito o
imi 16.7
29 fracaso Lento crecimiento
Bajo rendimiento 25.0
Condiciones climaticas 8.3
Conocimiento de Si 227
30 marcas nacionales o
internacionales de NoO 77.3
venta del producto
No 76.0
Consumo de productos 10.7
31 procesados Salsas envasadas
Chile en polvo 13.3

Con el objetivo de buscar una correspondencia entre las variables etnobotanicas
cuantificadas y los grupos geograficos establecidos a priori se realiz6 un agrupamiento

mediante un analisis de correspondencia multiple.
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La varianza acumulada en las primeras dos dimensiones fue de 60.31 %, (32.6 en la
primera y 27.7 en la segunda). Adicionalmente se calcularon las medidas de

discriminacion para cada variable, las cuales se presentan en el Cuadro 13.

Las variables etnobotanicas con mayor influencia en la primera dimension fueron el
destino (0.749) y estado (0.664) del producto, la cantidad que se recolecta para venta

(0.661), el sitio de entrevista (0.659) y el precio por kilogramo (0.646).

En la segunda dimension las caracteristicas que presentaron mayor influencia fueron
nuevamente la cantidad que se recolecta para vender (0.645), los integrantes que se
encargan de la venta (0.613), el precio por kilogramo (0.535), la época de recoleccién
(0.507) y los sitios de venta (0.434) (Figura 11).

Cuadro 13. Medidas de discriminacion de las variables etnobotanicas para las primeras
dos dimensiones empleadas en la aplicacion de 75 encuestas de conocimiento, manejo
y usos del chile Chiltepin.

Variable Descripcion Dimensién 1 Dimension 2
1 Sitio de entrevista 0.659 0.298
2 Sexo 0.059 0.142
3 Edad 0.299 0.075
4 Escolaridad 0.224 0.263
5 NUmero de integrantes de la familia 0.056 0.11
6 Actividad econémica principal 0.417 0.153
7 Pertenencia a grupo indigena 0.162 0.199
9 Nombres comunes 0.210 0.369
10 Uso principal 0.116 0.041
11 Reconocimiento de diferentes tipos 0.094 0.235
12 Tipos que son reconocidos 0.169 0.319
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Cuadro 13... Continuacién

Variable Descripcion Dimensién 1 Dimension 2
13 Preferencia del producto 0.178 0.368
14 Epoca de recoleccion 0.084 0.507
15 Destino del producto 0.749 0.337
16 Platillos que se preparan 0.521 0.291
17 Sitios de venta 0.629 0.434
18 Estado del producto en venta 0.664 0.339
19 Precio por Kilogramo ($) 0.646 0.535
20 Cantidad que se recolecta para 0.454 0.332

autoconsumo (g)
21 Cantidad que se recolecta para venta 0.661 0.645
(Kg)
22 Afios de recoleccion 0.402 0.255
23 Sitio de recoleccién 0.412 0.233
24 Intercambio de planta y/o semilla 0.010 0.077
25 Tipo de manejo 0.060 0.357
26 Integrantes que se encargan de la 0.255 0.373
recoleccion
27 Integrantes que se encargan de la 0.641 0613
venta
28 Intentos de cultivo 0.190 0.006
29 Motivos de éxito o fracaso 0.233 0.388
Conocimiento de marcas nacionales
30 o internacionales de venta del 0.242 0.002
producto
31 Consumo de productos procesados 0.290 0.011
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Meadidas discriminantes
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Figura 11. Proyeccion bidimensional de las medidas de discriminacion de las variables
etnobotanicas para las primeras dos dimensiones.

Con objeto de facilitar la visualizacion del grado de correspondencia entre las variables
etnobotanicas cuantificadas y las poblaciones geograficas establecidas a priori se
graficaron los casos en un espacio bidimensional (Figura 12); donde se observa que la
region Noreste se separa claramente del resto, debido a que ciertas variables
consideradas en el analisis difieren notoriamente, por ejemplo, los nombres comunes

utilizados, la época de recoleccion de los frutos y el precio final por kilogramo.

El resto de los casos se ordenaron en sélo dos cumulos en lugar de los tres esperados,
lo cual refleja que no existe congruencia geografica en el comportamiento de las variables
etnobotanicas. Esto puede deberse a que los estados de Hidalgo, Puebla y Veracruz
pertenecen a una misma zona de influencia cultural dada su cercania espacial y
convergencia de usos y costumbres en donde la demarcacién politica no resulta de

relevancia.
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Figura 12. Proyeccion bidimensional de las variables etnobotanicas y su relacion con
criterios geograficos.

Un estudio etnoboténico del chile Chiltepin realizado en el estado de Sonora establece
que este producto tiene un vinculo cultural muy importante con sus consumidores, ya que
se emplea en la preparacion de platillos tipicos de la regién (como pozole, albéndigas,
carne seca, panes, quesos y mermeladas) ya sea en verde, en rojo, en salmuera o
vinagre, o bien en seco. Adicionalmente, debido a sus principios activos, el chile Chiltepin
se ha incorporado a la medicina tradicional como antiparasitario, analgésico, antiacido y
en la terapia tdpica; también se reportd su uso en ritos ceremoniales y fiestas tipicas. En
esta zona la temporada de recoleccion se extiende de septiembre a diciembre y el mayor
precio ($600 a $700 por Kg) lo alcanzan los frutos color rojo brillante (Bafiuelos et al.,
2008).

En el estado de Sonora este chile silvestre se ha incorporado en el sector turistico
mediante la implementacion de la “Ruta del Chiltepin” en la cual se realizan recorridos
por las areas donde se distribuye, enfatizando la importancia de los recursos vegetales y

de las asociaciones que presenta con plantas nodrizas bajo las cuales se desarrolla.
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Complementariamente se realizan demostraciones de elaboracion de salsas,
degustaciones y venta de productos derivados que son procesados por marcas locales
(Salido et al., 2007; Bafiuelos et al., 2008).

La riqueza cultural mexicana estd frecuentemente relacionada con el uso y
aprovechamiento de los recursos naturales propios de cada region. El vinculo humano
con los recursos fitogenéticos de importancia explica, en gran medida, las fluctuaciones
poblacionales, asi como la pérdida o conservacion de la diversidad genética que
contienen. El acervo de genes de los parientes silvestres de las plantas cultivadas
constituye una herramienta esencial para el fitomejoramiento por lo que el estudio y
comprension de los patrones ecogeograficos de variacion, permitira establecer

estrategias de conservacion, uso y manejo de estos recursos genéticos (Charafi, 2008).

La importancia del Chiltepin no sélo radica en el mejoramiento de los chiles cultivados
mediante la incorporacion de genes, (por ejemplo, de resistencia al virus de la vena
amarilla), sino que también es una fuente de compuestos fitoquimicos como
antioxidantes, carotenoides, tocoferoles y vitaminas. Por otro lado, es un elemento
iconico de trascendencia en la vida cotidiana, estd presente en la gastronomia, la
medicina, la identidad cultural y ademas representa una actividad econémica generadora

de recursos para las comunidades rurales.
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CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares de tipo ISSR son una herramienta util para el estudio de la
variabilidad genética existente en el chile silvestre Capsicum annuum L. var.

glabriusculum, ya que revelaron un alto nivel de polimorfismo.

Las relaciones genéticas establecidas por los andlisis de agrupamiento y ordenacion
corresponden con criterios geograficos de proximidad, rango altitudinal y apariencia de

los frutos.

La mayor parte de la variabilidad genética en esta especie se concentra al interior de las

poblaciones, siendo la region Huasteca la mas diversa.

No hubo una correspondencia clara entre disimilitud genética y distancia geogréfica de

los sitios de colecta.

La confluencia de usos y costumbres no permitié6 detectar una clara correspondencia

entre las variables etnoboténicas estudiadas y los grupos geograficos preestablecidos.

Existe un vinculo cultural importante entre las comunidades rurales y los chiles silvestres
ya que se constituyen como un recurso vegetal presente en la gastronomia, la medicina
y como simbolo de identidad. Su recoleccion representa una actividad estacional

econdmica relevante.
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APENDICES

Apéndice 1. Estado de procedencia, coordenadas geograficas, y altitud (msnm) de las
70 colectas de chile Chiltepin.

Ndmero de Coordenadas
colecta Estado La‘t N ) Lon‘g @] ) MSNM
3 Puebla 20 06 03 97 37 35 523
4 Veracruz 18 15 38 94 41 53 176
5 Hidalgo 20 57 31 98 29 29 360
6 Hidalgo 21 02 10 98 33 44 607
7 Puebla 20 06 09 97 37 15 522
8 Veracruz 18 16 29 94 42 18 317
9 Veracruz 20 41 20 98 00 38 290
10 Hidalgo 21 09 05 98 22 11 114
11 Puebla 20 06 38 97 37 26 575
12 Veracruz 18 15 58 94 41 51 249
13 Puebla 20 06 42 97 37 30 578
14 Veracruz 20 41 35 98 00 41 264
15 Puebla 20 06 47 97 37 39 581
16 Veracruz 20 41 07 98 01 18 333
17 Puebla 20 06 26 97 37 15 603
18 Hidalgo 20 57 15 98 31 14 425
19 Hidalgo 21 04 45 98 42 05 820
20 Hidalgo 20 57 20 98 31 09 479
21 Hidalgo 21 02 07 98 33 46 628
22 Hidalgo 21 04 47 98 42 11 839
23 Hidalgo 21 02 58 98 33 55 729
24 Hidalgo 20 57 20 98 31 27 511
25 Hidalgo 20 57 27 98 31 27 581
26 Hidalgo 20 57 29 98 31 16 476
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Apéndice 1... Continuacion

Ndmero de Coordenadas
colecta Estado La‘t N ) Lon‘g O ) MSNM
27 Hidalgo 21 04 44 98 41 58 812
28 Hidalgo 21 09 08 98 21 27 116
29 Hidalgo 21 02 00 98 33 48 651
30 Puebla 20 06 01 97 37 42 560
31 Hidalgo 21 02 05 98 33 45 642
32 Hidalgo 21 08 53 98 22 03 140
33 Veracruz 18 15 20 94 41 57 151
34 Puebla 20 05 47 97 37 27 509
35 Hidalgo 20 57 32 98 29 39 390
36 Hidalgo 21 08 53 98 21 59 126
37 Hidalgo 21 03 09 98 33 50 778
38 Hidalgo 20 57 22 98 31 28 533
39 Hidalgo 21 01 54 98 33 44 672
40 Hidalgo 21 09 02 98 21 58 115
41 Hidalgo 21 01 53 98 33 49 681
42 Hidalgo 21 02 11 98 33 45 600
43 Puebla 20 05 38 97 37 33 517
44 Tamaulipas 24 53 19 98 50 16 251
45 Coahuila 26 39 59 101 32 50 1,079
46 Tamaulipas 23 25 24 99 18 39 607
a7 Nuevo Ledn 24 45 49 99 27 00 337
48 Tamaulipas 24 53 19 98 50 19 248
49 Tamaulipas 24 14 10 99 26 15 324
50 Nuevo Ledn 24 40 20 99 32 10 366
51 Tamaulipas 24 51 53 98 33 51 219
52 Tamaulipas 24 33 25 98 56 15 494
53 Nuevo Ledn 24 50 10 99 33 18 383
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Apéndice 1... Continuacion

Ndmero de Coordenadas
colecta Estado Lat N Long O MSNM
55 Puebla 20 05 49 97 37 34 503
56 Hidalgo 20 58 09 98 32 25 976
57 Puebla 20 06 25 97 37 42 593
58 Puebla 20 06 24 97 37 32 577
60 Puebla 22 05 52 97 36 41 621
62 Puebla 20 05 48 97 37 00 607
65 Puebla 20 05 50 97 37 46 512
67 Hidalgo 21 09 02 98 22 03 117
68 Veracruz 20 41 28 98 00 29 283
70 Hidalgo 21 09 09 98 22 05 114
71 Veracruz 20 41 38 98 00 24 335
72 Hidalgo 21 08 27 98 21 25 171
73 Veracruz 20 40 59 098 00 42 286
75 Veracruz 18 15 33 94 42 50 203
76 Veracruz 20 41 24 98 00 54 317
80 Veracruz 20 41 14 98 01 00 294
82 Hidalgo 21 04 05 98 21 36 288
83 Veracruz 20 41 44 98 00 38 244
84 Veracruz 20 41 00 98 00 06 397
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Apéndice 2. Tejido de extraccion de ADN, concentracion en ng/pL y relacion 260/280 de

las 70 UBCs de chile Chiltepin.

Numero de Tejido de Relacion
colecta Estado extraccion ng/uL] 260/280
3 Puebla Semillas 183.2 1.53
4 Veracruz Semillas 188.1 1.47
5 Hidalgo Semillas 193.0 1.33
6 Hidalgo Semillas 354.0 1.33
7 Puebla Semillas 295.4 1.42
8 Veracruz Semillas 51.2 1.22
9 Veracruz Semillas 249.9 1.61
10 Hidalgo Semillas 193.7 1.74
11 Puebla Semillas 315.9 1.39
12 Veracruz Semillas 68.8 1.79
13 Puebla Semillas 192.6 1.54
14 Veracruz Semillas 373.0 1.50
15 Puebla Semillas 143.3 1.47
16 Veracruz Semillas 357.2 1.58
17 Puebla Semillas 164.1 1.52
18 Hidalgo Semillas 136.3 1.62
19 Hidalgo Semillas 36.6 1.62
20 Hidalgo Semillas 76.0 1.69
21 Hidalgo Semillas 75.9 1.67
22 Hidalgo Semillas 76.5 1.74
23 Hidalgo Semillas 81.9 1.66
24 Hidalgo Semillas 34.0 1.68
25 Hidalgo Semillas 72.6 1.76
26 Hidalgo Semillas 130.2 1.74
27 Hidalgo Semillas 212.1 1.69
28 Hidalgo Semillas 118.5 1.71
29 Hidalgo Semillas 54.4 1.71
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Apéndice 2... Continuacion

Numero de Tejido de Relacion
colecta Estado extraccion ng/uL] 260/280
30 Puebla Semillas 46.5 1.39
31 Hidalgo Semillas 92.8 1.65
32 Hidalgo Semillas 154.5 1.70
33 Veracruz Semillas 51.3 1.72
34 Puebla Semillas 108.3 1.72
35 Hidalgo Semillas 180.5 1.71
36 Hidalgo Semillas 250.7 1.72
37 Hidalgo Semillas 258.4 1.67
38 Hidalgo Semillas 159.0 1.70
39 Hidalgo Semillas 62.8 1.57
40 Hidalgo Semillas 180.3 1.66
41 Hidalgo Semillas 106.6 1.58
42 Hidalgo Semillas 55.7 1.70
43 Puebla Semillas 130.4 1.54
44 Tamaulipas Semillas 77.2 1.69
45 Coahuila Semillas 89.4 1.47
46 Tamaulipas Semillas 134.3 1.62
47 Nuevo Ledn Semillas 191.0 1.49
48 Tamaulipas Semillas 84.2 1.69
49 Tamaulipas Semillas 109.4 1.57
50 Nuevo Ledn Semillas 103.9 1.65
51 Tamaulipas Semillas 113.8 1.56
52 Tamaulipas Semillas 118.1 1.53
53 Nuevo Ledn Semillas 114.2 1.60
55 Puebla Hojas 52.9 1.92
56 Hidalgo Hojas 6.2 2.77
57 Puebla Hojas 93.8 1.65
58 Puebla Hojas 80.7 1.80
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Apéndice 2... Continuacion

Numero de Tejido de Relacion
colecta Estado extraccion ng/uL] 260/280
60 Puebla Hojas 69.7 1.94
62 Puebla Hojas 37.3 1.94
65 Puebla Hojas 96.9 1.91
67 Hidalgo Hojas 58.9 1.92
68 Veracruz Hojas 3.8 1.92
70 Hidalgo Hojas 44.8 2.15
71 Veracruz Hojas 19.8 2.41
72 Hidalgo Hojas 60.7 2.05
73 Veracruz Hojas 15.9 2.27
75 Veracruz Hojas 16.8 2.48
76 Veracruz Hojas 13.8 2.61
80 Veracruz Hojas 36.0 2.21
82 Hidalgo Hojas 85.6 2.0
83 Veracruz Hojas 99.2 2.0
84 Veracruz Hojas 2.7 2.0
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