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RESUMEN

Se estudiaron 22 colectas y cinco cruzas de chile de la Republica Mexicana, con el propésito de determinar su diversidad genética:

para ello se usé electroforesis en gel de almidén. Se logré la resolucion de 13 loci, encontrdndose monomarficos (un solo alelo) y

polimérficos con uno o varios alelos predominantes. La variacion en el nimero promedio de alelos por locus fue de 1.4 a 1.8. La va-
riacion en el promedio de los loci polimérficos (PLP) fue baja (47%), intermedia (57.6%) o alta (66%). De igual manera, la heteroci-
gosis vario de 43 a 62%. Por medio de la matriz de distancias genéticas se encontraron las relaciones entre 22 colectas y las cinco
cruzas con base en los 13 loci. Ademas con la matriz resultante se construyé el diagrama de arbol, el cual permitié separar de

acuerdo a su similaridad en cuatro grupos a diferentes colectas de chile.
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ISOENZYMATIC CHARACTERIZATION OF THE GENETIC DIVERSITY OF PEPPERS COLLECTIONS
(Capsicum annuum L. and Capsicum chinense Jacq.)

SUMMARY

In this research 22 collections and five crosses of Mexico’s peppers were studied, with the purpose of determining their genetic di-
versity, for this it was used starch gel electrophoresis. Monomorphics (only one allele) and polimorphics with one or several predo-
minant alleles were obtained. The variation of alleles number for locus were 1.4 a 1.8. The variation of the polimorphic loci (PLP) was
low (47%), intermediate (57.6%) or high (66%). Moreover, the heterozygosis was low (43%), to high (62%). The genetics distance
matrix was used for finding the relationships between 22 collections and five crosses with base in 13 loci. Moreover, with the resul-

ting matrix we constructed the tree diagram for separating in four groups according to similarities.
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INTRODUCCION

Las especies cultivadas de Capsicum (familia Solana-
ceae) son originarias de Centro y Sudamérica. Estas
especies incluyen a C. annuum, C. frutescens, C. bacca-
tum, C. pubescens y C. chinense. Desde el punto de
vista agricola la especie mas importante es C. annuum,
la cual es originaria de México y contiene tanto chiles de
frutos grandes, como chiles de frutos pequefios y pico-
sos. Esta especie ha llegado a ser el chile de mayor im-
portancia a nivel mundial, en parte porque fue el primero
de los chiles descubierto e introducido a Europa por Co-
[6n y posteriormente introducido al resto del mundo
(Long-Solis, 1986).

Las especies de Capsicum hasta ahora estudiadas son
diploides, cuyo ndmero cromosOmico es de 2n=2x=24,
excepto dos especies encontradas en Sudamérica; C.
ciliatum y la otra aun no identificada (Lanteri, 1991).

Las relaciones evolutivas entre y dentro de las espe-
cies han sido investigadas en varios estudios, usando
marcadores morfologicos, citogenéticos y moleculares
(McLeod et al., 1983; Loaiza-Figueroa, 1985; Loaiza-
Figueroa et al., 1989; Conicella et al.,1990; Prince et al.,
1992; Lefebvre et al., 1993; Chavez, 1999). Estos estu-
dios demostraron que el nivel de variacion entre los chi-
les domesticados es menor que entre los chiles silves-
tres. Los estudios de la variacion genética se han basado
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principalmente en caracteristicas morfolégicas facilmente
distiguibles, tales como el tamafio y la forma de los chiles
(Pickersgill et al., 1979). En algunos casos se conoce con
un mismo nombre a un grupo de variedades o tipos de
chile, cuyas caracteristicas de fruto son similares; otras
veces un mismo tipo de chile recibe nombres diferentes,
de acuerdo con la regién (Mufioz-Flores y Pinto-Cortés,
1966).

En la actualidad existen diversas técnicas que han
demostrado su eficacia en estudios de caracterizacién y
diversidad genética, entre ellas estan los marcadores
bioguimicos, especialmente las isoenzimas (Jensen et
al., 1979; MclLeod et al., 1983; Loaiza-Figueroa et al.,
1989). El analisis con isoenzimas es una poderosa técni-
ca con numerosas aplicaciones en el estudio de genética
de poblaciones en plantas superiores (Micales y Bonde,
1995). Esta ha sido adoptada de forma rutinaria para
resolver disputas taxonémicas, identificacion de cultivos
desconocidos y colectas de germoplasma, confirmacion
de hibridos, rastreo de segmentos cromosémicos extra-
flos, analisis de variabilidad genética, trazar la dispersion
de una especie en particular, seguir la segregacion de
loci genéticos y determinar el nivel de ploidia (Asiedu et
al., 1990; Micales y Bonde, 1995). Por lo anterior se pue-
de decir que la identificacion de las variedades y de co-
lectas de germoplasma a través del analisis isoenzimati-
co ofrece mayor precision, que al utilizar s6lo caracteres
morfologicos.

Una gran ventaja de la caracterizacidn isoenzimatica,
comparada con los datos de caracteristicas morfoldgicas,
es debido a que las isoenzimas son productos primarios
de los genes y éstas tienen menores efectos ambienta-
les. Ademas, como la expresion de las enzimas es co-
dominante; es decir, permite identificar tanto los genoti-
pos homocigotes como los heterocigotes. Las isoenzimas
estan libres de asociaciones deletéreas o efectos epista-
ticos-pleiotropicos, los cuales caracterizan a los marcado-
res morfolégicos (Asiedu, 1992). También puede ensa-
yarse una gran cantidad de loci enzimaticos, usando
cantidades muy pequefias de material bioldgico, en los
que se estimara la constitucién genética. Con el uso de
esta técnica se han hecho trabajos en especies cultiva-
das, tales como: maiz, cebada, tomate, trigo, triticale,
avena, arroz, eucaliptos, coniferas, petunia, alfalfa, soya,
col, apio, papa, tabaco, calabaza, mirasol, fresa, arboles
frutales y chiles (Tanksley y Orton, 1983).

Se han comparado diferentes tipos de marcadores
respecto a su capacidad para medir la variacién, entre
ellos estan las isoenzimas vs RFLP y los RFLP vs RAPD,
en donde se han encontrado patrones similares de rela-
ciones (Prince et al., 1992; 1995). Sin embargo, Paran et
al. (1998) en su estudio encontraron que al usar los AFLP
y RAPD no detectaron relaciones idénticas en los diferen-
tes cultivares. Chavez (1999) al usar isoenzimas con-
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cuerda con este Ultimo autor, en que los patrones de
relaciones no son idénticos.

En Capsicum, McLeod et al. (1982) utilizaron varios
tipos de isoenzimas y de acuerdo con sus resultados
sugieren que una mayor porcién del género Capsicum
surge de la parte central del sur de Bolivia, con una sub-
secuente migracién hacia los Andes y a las tierras bajas
del Amazonas. Posteriormente, McLeod et al. (1983)
utilizando 15 tipos de isoenzimas en 275 colectas, que
representan a 12 taxa de chiles, observaron que cada
poblacion presentaba una o mas subpoblaciones homo-
geneas y de que ademas algunos de los taxa presenta-
ban un alto porcentaje de loci polimérficos. Ademas, con
sus resultados apoyan la hip6tesis de varios progenitores
silvestres para los domesticados y al menos tres centros
de domesticacion. También se ha detectado una relacién
entre la variacién morfoldgica y la variacion isoenzimati-
ca, lo cual permite establecer la distribucion geografica
de la variacion en las diferentes especies. En México
esta pobremente estudiada la distribucion geografica de
la variacion, tanto en C. annuum como en C. chinense,
esto ha limitado su aprovechamiento en los programas
de mejoramiento y como fuente genética, a pesar de que
México se ha distinguido como uno de los paises con
mayor diversidad genética en chile. Con estas bases, en
el presente trabajo se planteé como objetivo caracterizar
la diversidad genética de diferentes colectas de C. an-
nuum y C. chinense, provenientes de varios estados de
la Republica Mexicana, con base en el polimorfismo
isoenzimatico.

MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico

Se colectaron genotipos en diferentes entidades de la
Republica Mexicana. La muestra en cada uno de los
sitios, en campo o de traspatio, consistid preferentemente
en los frutos de una sola planta, pero cuando ésta tenia
muy pocos frutos la muestra se tomo de varias plantas.
La ubicacién geografica de cada uno de los sitios de
muestreo se hizo mediante el geoposicionador de nave-
gacion o a través de las cartas geograficas del INEGI
(Cuadro 1). De los frutos colectados se extrajo la semilla
y se sembrd bajo condiciones de invernadero en Chapin-
go y Montecillo, Estado de México, en 1996 y 1997. Se
transplantaron dos plantas, de 15 a 20 cm de altura, por
maceta (20 plantas por colecta). En forma manual se
hicieron cruzamientos; para ello se emascularon flores
del progenitor femenino; para la polinizacién se colocaron
las anteras sobre el estigma. Se cubrieron las flores re-
cién polinizadas con papel absorbente humedo; de tal
manera, que formara una camara himeda para evitar la
deshidratacion de los granos de polen y con ello asegurar
Su germinacion.



CUADRO 1. Colectas de Capsicum annuum y Capsicum chinense?, ubicacién geogréafica y sitio de muestreo.

Sitio de Colecta

Altitud Latitud Longitud .,
Clave de Colecta Localidad Estado (msnm) Norte Oeste Nombre Comun
CP-043 Napaola Veracruz 820 19°57 97°13 Chiltepin
CP-358 Mtz. de Arriba Durango 1740 25°03’ 105°25’ Piquin
CP-359 Mtz. de Arriba Durango 1740 25°03 105°25’ Piquin
CP-361 Alamos Sonora 410 27°01 108°56’ Piquin
CP-333 Huapalejcan Puebla 2035 18°45’ 97°50’ Pico de Canoa
CP-120 San Francisco Veracruz 50 19°22 96°18’ Bolita
CP-135 Paso Real Veracruz 44 19°08’ 96°38’ Bolita
CP-365 La Antigua Veracruz 50 19°18’ 96°18’ Bolita
CP-364 El Moral Michoacan 1960 19°12 101°42’ Bolita
CP-363 Mtz. de Arriba Durango 1740 25°03’ 105°25’ Ancho
CP-264 F. Carrillo Pto. Quinta Roo 10 19°35’ 88°10’ Habanero”
CP-278 Campeche Campeche 0 19°54’ 90°35’ Habanero®
CP-313 H. Cardenas Tabasco 23 18°00° 93°27 Habanero”
CP-336 Celaya Guanajuato 1754 20°32 100°49’ Serrano
CP-337 Celaya Guanajuato 1754 20°32 100°49’ Serrano
CP-368 La Antigua Veracruz 50 19°22 96°18’ Serrano
CP-369 Paso de la milpa Veracruz 311 19°30° 96°37’ Serrano
CP-372 Actopan Veracruz 311 19°30° 96°37’ Serrano
CP-335 Tequilita Nayarit 915 21°31 104°53’ Cora
CP-376 Urapa Michoacan 1790 19°12 101°42’ Arbol
CP-328 San Bernardino México 2240 19°31° 98°53’ Arbol
CP-374 Urapa Michoacan 1790 19°12 101°42’ Arbol
CP-350 Montecillo México 2240 19°53’ 98°53’ Arb (CP374) X Ser (CP368)
CP-351 Montecillo México 2240 19°53’ 98°53' Pig (CP358) X Ser (CP369)
CP-352 Montecillo México 2240 19°53’ 98°53' Arb (CP376) X Ancho (CP363)
CP-354 Montecillo México 2240 19°53’ 98°53’ Pig (CP149) X Arb (CP328)
CP-355 Montecillo México 2240 19°53’ 98°53' Arb (CP328) X Ser (CP372)

La caracterizacién isoenzimatica se llevé a cabo en el
Laboratorio de Biotecnologia Aplicada del Campo Expe-
rimental Valle de Méxcio, INIFAP-UACH

Preparacion de las muestras

Cuando las plantas de las diferentes colectas y cruzas
llegaron a floracién se cortaron las hojas mas jovenes de
la parte superior de la planta y se colocaron en bolsas de
plastico, las que a su vez se colocaron en hielo. Se tomo
100 mg de tejido foliar y se coloco en un tubo de 1.5 ml
de Eppendorf, se agregé el amortiguador de extraccion,
el cual consistio de Tris-HCI 0.5 M pH 7.5, sacarosa 16%,
acido ascarbico, sal disodica 8%, polivinilpirrolidona (PVP
40) 8%, metasulfito de sodio 0.5% y mercaptoetanol
0.11% en proporcion de 1:2 (p:v) (Montero, 1996).

El tejido se macer6 con un taladro eléctrico, con punta
de teflon. La punta se limpiaba con papel absorbente
para evitar contaminacion entre muestras. El macerado
obtenido se centrifugé a 16 000 x g a 0°C durante 25 a
30 min. De cada tubo se tomaron 3 a 4 alicuotas de 20 pl
cada una, las cuales se usaron para correr la electrofore-
sis. Las muestras se almacenaron en ultracongelador a -
80 °C hasta su uso.

Preparacion del gel

La electroforesis y el revelado de las isoenzimas fue-
ron realizados de acuerdo con Stuber et al. (1988). Se
emplearon los geles de almidén de papa hidrolizado al
12% (Sigma Chemical Co.) de los sistemas C y D de
diferente pH y formulacién quimica. El buffer del gel C
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consistié en 11.87 g-litro™ de acido bérico 0.19 M, ajusta-
do a pH 8.3 con hidroxido de litio 0.04 M. El buffer del gel
D se compuso de 10.08 g-litro™* de L-histidina 0.065 M, se
ajustd a pH 6.5 con acido citrico. Los dos tipos de geles
usados estuvieron bajo diferente voltaje. El gel del siste-
ma C se sometio a un voltaje constante de 175 v por 7
horas, mientras que el gel del sistema D se mantuvo a
250 v por 7.0 a 7.5 horas. En cada corrida se colocaron,
en cada extremo, dos tirillas de papel con azul de bromo-
fenol como marcador, para observar el movimiento del
frente del buffer. Una vez que el colorante llegé hasta el
extremo opuesto al origen se suspendio la corrida.

Los sistemas enzimaticos analizados y los tipos de
geles se muestran en el Cuadro 2.

CUADRO 2. Sistemas enzimaticos analizados y tipos de gel utiliza-
dos en diferentes colectas y cruzas de chile.

Sistema Enzimatico Codigo Abreviatura Tipo
Enzimatico de gel

Catalasa E.C.1.11.1.6 Cat
Endopeptidasa E.C.3.4.23.6 Enp C
Glutamato-oxalacetato
-transaminasa E.C26.11 Got C
Malato deshidrogenasa E.C.1.1.1.37 Mdh D
Enzima malica E.C.1.1.1.40 Me D
Acido shikimico E.C.1.1.1.25 Sad D
6-Fosfogluconato- E.C.1.1.1.44 6-Pgd D

deshidrogenasa

Los sistemas enzimaticos que se presentan en el
Cuadro 2 fueron los que mostraron mayor resolucién
durante el revelado, mientras que con la esterasa (Est),
glutamato deshidrogenasa (Gdh), fosfoglucomutasa
(Pgm) y fosfohexosa isomerasa (Phi) la resolucién fue
deficiente.

El revelado de los sistemas se llevé a cabo siguiendo
la metodologia de Stuber et al. (1988). El proceso de
revelado se inici6 al agregar el substrato de la enzima de
interés a una lamina del gel, colocado en una charola de
plastico de 20 x 12 cm. El gel se incubé a 36°C. Las cha-
rolas permanecieron en movimiento constante, en un
agitador de balanceo, para asegurar que el substrato
cubriera perfectamente al gel. Cuando las bandas fueron
evidentes y nitidas en todo el gel, se retiraron de la solu-
cion y se lavaron con agua corriente. El tiempo de reve-
lado varié de acuerdo con el sistema enzimatico, desde
15 minutos hasta 18 horas. Para detener la reaccion
enzimatica vy fijar las bandas reveladas se agreg6 al gel
una solucion fijadora: metanol: agua: acido acético glacial
(5:5:1, v:v), por 10 horas; después se lavaron con agua
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corriente. Posteriormente, los geles se trataron con glice-
rol 10% (v:v) por 12 horas.

La conservacion (deshidratado de los geles) se llevé a
cabo de acuerdo a la técnica de Montero (1996). De los
geles con los zimogramas montados en papel celofan, se
midié la distancia al origen (cm) para cada una de las
bandas de las muestras, se dividieron entre la distancia
del testigo, proporcionando asi la movilidad relativa para
cada una de las bandas.

Después se hizo el conteo del nimero de bandas y se
determinaron los genotipos, con base en éstos se calcu-
laron las frecuencias alélicas de acuerdo con Molina
(1992). La interpretacidn genética se realizé de acuerdo
con la localizacién y comportamiento del loci, el nimero
de alelos y patrones de bandas, considerando la estruc-
tura cuaternaria de cada enzima. Para la estimacion de la
variabilidad genética se utilizé el paquete estadistico
BIOSYS-1 V. 1.7 (Swofford y Selander, 1989), con el cual
se analizaron estadisticamente los resultados y se inter-
preté la informacién genética detectada en los zimogra-
mas. Se estimaron el nimero promedio de alelos por
locus, porcentaje de loci polimorficos, heterocigosidad
observada y esperada, la identidad y distancias genéticas
de Nei (1978) entre las diferentes colectas. A partir de las
distancias genéticas se construyd el dendograma me-
diante un andlisis de conglomerados de agrupacion je-
rarquica de ligamiento promedio no ponderado (UPGMA).

Una vez generadas las frecuencias alélicas se proce-
dié a realizar una clasificacion por tipos de chile, para ello
se usaron los promedios de las frecuencias alélicas por
tipo. Con las frecuencias alélicas de cada tipo se calcula-
ron las distacias genéticas, a partir de las cuales se cons-
truyd el dendograma mediante ligamiento promedio no
ponderado (UPGMA) utilizando el paquete estadistico
NTSYS-pc V. 1.8 (Rohlf, 1993).

RESULTADOS Y DISCUSION
Nimero de loci y alelos resueltos

En cada una de las 22 colectas y cinco cruzas de chile
analizadas se ensayaron siete sistemas enzimaticos, re-
solviéndose un total de 13 loci. Los alelos polimdérficos de
los zimogramas se encuentran representados en la Figura
1, donde se observan las movilidades relativas obtenidas
con respecto al testigo, linea de maiz Misouri 17 (Mo-17).

En los sistemas enzimaticos (Cat, Enp y Got) se iden-
tifico un solo locus; Me, 6-Pgd y Sad mostraron dos loci y
sélo en la Mdh se identificaron cuatro loci (Figura 1). El
namero minimo de alelos por locus fue de uno para la
Mdh-4 y el maximo fue para la Me-2 que presenta cuatro
alelos por locus. Estos resultados sobre el nimero de loci
y alelos coinciden con lo encontrado por Chavez (1999),
para los mismos sistemas enzimaticos, excepto en la Me,
ya que solo reporta un locus con dos alelos, mientras que



McLeod et al. (1983), reportaron un locus para Me con
tres alelos. Loaiza-Figueroa et al. (1989) difieren en sus
resultados con este estudio en la 6-Pgd y Sad, ya que
ellos encontraron en 6-Pgd tres loci con cuatro alelos
cada uno y para Sad reportaron un locus con cinco ale-
los. Las diferencias encontradas se deben posiblemente
al mayor nimero de colectas y sitios geogréaficos analiza-
dos en su estudio.

Frecuencias alélicas

Con las frecuencias alélicas obtenidas para cada lo-
cus (Cuadro 3), fue posible diferenciar tres grupos de loci
en todas las colectas y las cruzas:

1. Loci monomérfico, con un solo alelo. Sélo se tuvo a
la Mdh-4A que representa el 7.6% del total.

2. Loci polimorficos, en donde un alelo es predomi-
nante con una frecuencia mayor o igual a 0.90. Sdélo la
muestra la Mdh-2A.

3. Loci polimérficos, con mas de un alelo frecuente.
Dentro de este grupo se tiene al resto de los loci analiza-
dos (84.8%): Cat, Enp, Got, Me-1, Me-2, Mdh-1, Mdh-3,
Pgd-1 Pgd-2, Sad-1y Sad-2.

Como puede observarse, la mayoria de loci en todas
las colectas son muy variables, lo cual se esperaba por la
amplia diversidad de lugares de origen y tipos de chile
estudiados.

Nimero promedio de alelos por locus

El nimero promedio de alelos por locus varié de 1.4
hasta 1.8 (Cuadro 4). Se encontr6 que cuando hay un
mayor numero de alelos por locus el porcentaje de loci
polimérficos también es mayor. En este caso se encontré
gue cuando el niumero de alelos por locus es de 1.8 el
porcentaje de loci polimérficos va de 69.2 a 84.6, mien-
tras que cuando se tiene un promedio de alelos por locus
de 1.4 el porcentaje de polimorfismo es de 38.5.

Porcentaje de loci polimorficos

En este caso se tomo6 como criterio de polimorfismo a
aquel locus cuya frecuencia del alelo mas comun es igual
o0 menor a 0.95 (Ayala y Kiger, 1984). El porcentaje de
loci polimoérficos mas bajo fue de 38.5 (Cuadro 4) y se
encontré en las colectas CP363, chile Ancho de Durango;
CP365, chile Bolita de Veracruz y en la CP336, chile
Serrano de Guanajuato. El valor mas alto (84.6) se en-
contrd en la colecta CP376, chile de Arbol de Michoacan.
La amplia variacion en los valores que toma este estima-
dor reflejan la diversidad de tipos y origenes de las colec-
tas estudiadas.

De acuerdo al porcentaje de loci polimérficos (PLP)
por tipo (Cuadro 5) se encontraron tres clases: de baja
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variabilidad, que incluyen los tipos Ancho, Cora, Serrano
y Piquin (38.5, 46.2, 53.9 y 51.3% de loci polimorficos,
respectivamente); de mediana variabilidad, donde se
encuentran las cruzas con promedio de 57.6%; y de alta
variabilidad, que incluye los tipos Arbol, Bolita y Habane-
ro con promedios de 66.6, 61.5 y 69.2%, respectivamen-
te. Es notorio en este caso que los habaneros presentan
un PLP igual en sus tres colectas, donde la idea es de
que C. chinense posee variabilidad genética alta y distri-
buida de manera uniforme. Por otro lado, las cruzas se
hicieron entre tipos que quedaron clasificados de alta
variabilidad con tipos de baja variabilidad, el resultado en
F, los colocé como de variabilidad mediana o intermedia.

Heterocigosidad observada y esperada

La heterocigosidad observada tuvo un valor promedio
de 0.54, siendo sus valores extremos de 0.369 para la
colecta CP363 de chile Ancho de Durango y de 0.808
para la colecta CP376 de chile de Arbol de Michoacan,
las mismas colectas en donde se observaron los valores
extremos para el nimero de alelos por locus (Cuadro 4).
De la misma forma, el promedio de los valores de la hete-
rocigosidad esperada para todas las colectas fue de
0.290, encontrandose los valores extremos para las mis-
mas colectas antes mencionadas que presentaron 0.201
y 0.435, respectivamente. Los valores de heterocigosidad
observada (Ho) tienen el mismo comportamiento que los
PLP, ya que dividen a las colectas en los mismos grupos
de variabilidad baja, intermedia y alta (Cuadro 5). El valor
promedio de Ho mas bajo lo tienen aquellos tipos de
chiles que presentan la variabilidad baja; mientras que el
valor promedio de Ho mas alto lo presentan los tipos de
chile de Arbol, Bolita y Habanero.

CUADRO 5. Promedios de porcentaje de loci polimérficos (PLP),
variabilidad y heterocigosidad observada (Ho) en ti-

pos de chile.
Tipo de Promedio Variabilidad Promedio de Ho
chile PLP
Ancho 385
Cora 46.2 BAJA 0.43
Serrano 53.9
Piquin 51.3
Cruzas” 57.6 INTERMEDIA 0.51
Arbol 66.6
Bolita 61.5 ALTA 0.62
Habanero 69.2

? Arb(CP374 x Ser (CP368); Pigq (CP358) x Ser (CP369); Arb(CP376) x
Ancho(CP363); Piq(CP149) x Arb(CP328); Arb(CP328) x Ser(CP372).

Distancias genéticas

El método con el cual se estimaron las distancias ge-
néticas entre las diferentes colectas permiti6 determinar
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el patrén de las relaciones existentes entre las colectas
estudiadas. Los resultados obtenidos de este analisis
dieron origen a la matriz de distancias genéticas, cuyos
valores muestran las relaciones existentes entre todas
las colectas analizadas en este estudio. Se observé que
la mayor distancia se cuantificé entre las colectas CP313
y CP365 (0.821) y la de menor distancia se determin6
entre las colectas CP358 y CP351, CP350 y CP374,
CP359 y CP336, y finalmente entre la CP043 y CP333,
cuya distancia es menor de 0.0001. Con base en las
distancias genéticas se elaboré un dendograma (Figura
2), donde se representan esgueméaticamente los agru-
pamientos de las 22 colectas y cinco cruzas de chile, de
acuerdo a su grado de similitud o diferenciacién en las
frecuencias alélicas de los 13 loci considerados.

En el diagrama de arbol (Figura 2) fue posible separar
cuatro grupos a una distancia de 0.20, que describen la
variabilidad de las 22 colectas y las cinco cruzas de los
diferentes tipos de chile. Los grupos | y Il contienen a la
mayoria de las colectas 15 y 7, respectivamente; los
grupos lll y IV tienen 2 y 3 colectas cada uno. El grupo |
estd constituido por 15 colectas de diferentes tipos de
chile, que provienen principalmente de los estados de
Durango, Michoacan, Veracruz y Puebla. En la Figura 2
se observa que dentro de este grupo hay varias colectas
con la mayor similitud en sus frecuencias alélicas. La
colecta CP358 de chile Piquin de Durango presenté una
distancia genética de 0.0001 con la colecta CP351; esto
debido a que la colecta CP351 es el producto de la cruza
donde interviene la CP358 como uno de sus progenito-
res. Dentro de este grupo hay subgrupos con colectas
gue presentan una gran similaridad, como es el caso del
subgrupo formado por las siguientes colectas: CP352
(arbol x ancho), CP354 (piquin x arbol) y la CP355 (arbol
X Serrano), cruzas cuyos progenitores también se en-
cuentran dentro del mismo grupo.

El grupo Il (Figura 2) esta formado por 7 colectas de di-
ferentes tipos de chile y cuyas procedencias son Durango,
Guanajuato, Edo. de México, Veracruz y Nayarit. En este
grupo se encuentran dos piquines, uno del estado de Du-
rango y el otro de Sonora, los cuales difieren de aquellos
gue se encuentran en el grupo | en que ambos piquines
del grupo Il presentan una alta frecuencia del alelo B de la
enzima Mdh-1, mientras que los del grupo | no lo presen-
tan, pero en cambio presentan solo el alelo A (Cuadro 3).

El grupo Ill esta formado con dos colectas de chile
Bolita (CP135 y CP365), provenientes de Veracruz y
cuya distancia genética es de 0.003. Comparten seis loci
monomorficos (Enp-a , Mdhl-a, Mdh2-a, Mdh3-a, Mdh4-a
y Sad2-a) (Cuadro 3), se localizan a altitudes de 44 y 50
m y latitudes de 19° 54’ y 18°, respectivamente. Los chi-
les Bolita que se encuentran separados de las colectas
de Michoacan y de Veracruz que se ubican en el grupo I,
difieren solo en que las colectas CP135 y CP365 no pre-
sentan las enzimas Pgd-1 y Pgd-2. Esto posiblemente se
deba a que el nimero de colectas es muy pequefio.

Caracterizacion isoenzimatica

El grupo IV estad formado por las colectas de chile
Habanero (Capsicum chinense Jacq).

Presenta dos colectas mas estrechamente relaciona-
das (CP278 de Campeche, CP313 de Tabasco), cuya
distancia genética es de 0.003, comparten 4 loci mono-
morficos (EnpB, MdhB, Mdh4A, y Sad1A) (Cuadro 3) y se
localizan en altitudes de 0 y 23 m y latitudes de 19° 54’ y
18°, respectivamente.

Existen evidencias sobre el agrupamiento de los tipos
de chile parecidos y el tamafio del fruto; es decir, que
aperentemente existe un patron de agrupamiento que
tiende a juntar a los tipos de chile de fruto pequefio (0.5 a
3 cm), tipos de fruto mediano (3.1 a 6 cm) y los de tipo
grande (6.1 a 11 cm). Para corroborar esta observacion
se midieron 30 frutos de cada tipo y los resultados se
pusieron en el dendograma de la Figura 2, junto a la co-
lecta correspondiente. Asi se observa cémo las colectas
CP358 y CP351 forman un primer grupo, siendo ambas
de fruto mediano, al igual que las colectas CP359, CP336
y CP328, y las colectas CP335 y CP368; lo mismo suce-
de con las colectas CP135 y CP365 de fruto pequefio, y
las colectas CP264, CP278 y CP313 que pertenecen a
los habaneros.

Los resultados descritos permiten especular acerca
de la gran importancia del tamafio de fruto en el fuciona-
miento metabdlico de la planta; el tamafio tiene un de-
terminante genético, que permite distinguir los diferentes
tipos de chiles. La importancia evolutiva del fruto es obvia
segun se desprende de los trabajos de Chavez (1999);
Lipperi et al. (1966); Varalakshmi y Babu (1991), dando
como resultado que una parte importante de las vias
metabdlicas de la planta se dirijan a la sobrevivencia de
la especie, representada por la posible progenie que se
encuentra en las semillas del fruto.

Paran et al. (1998) encontraron resultados semejantes
a éstos en Capsicum annuum usando RAPD y AFLP, lo
cual demuestra el valor que poseen las isoenzimas como
descriptores varietales. El analisis de las colectas se llevo
a cabo también por tipos de chile, en el Cuadro 6 se mues-
tra la matriz de distancias genéticas entre los diferentes
tipos de chile, estimadas con base en las frecuencias aléli-
cas de los 13 loci, resueltos de acuerdo al procedimiento
propuesto por Nei (1978). Las distancias genéticas fluctu-
an desde 0.051 para los tipos de chile Piquin y Arbol; cuya
procedencia es de Durango, Puebla, Sonora, Veracruz y
para el Piquin y Arbol de Michoacan y Estado de México.
La distancia genética mas alta fue de 0.421, para los tipo
de chile Habanero y las diferentes cruzas. En general, los
chiles habaneros presentan las mayores distancias genéti-
cas con respecto a los demas tipos.

La matriz de distancias genéticas por tipo de chile sir-
vio como base para construir el dendograma de la Figura
3, donde se representa el agrupamiento con base en la
similaridad genética de los diferentes tipos de chile. En el



dendograma de la Figura 3 es posible separar dos gru-
pos a una distancia genética de 0.24. El grupo | se formé
con los tipos de chile pertenecientes a la especie de
Capsicum annuum L. Este grupo presenta tres subgru-
pos. El primero de ellos esta formado por los tipos Piquin,
Arbol y Bolita que presentan gran similaridad genética, lo
que indica que entre ellos son muy parecidas las fre-
cuencias alélicas en todos los loci. En el segundo se
encuentran las cruzas como un subgrupo intermedio,
debido a que para la formacién de estas intervinieron
tanto tipos del subgrupo | como del subgrupo lll. Este
Gltimo subgrupo esta formado por los tipos de chile Se-
rrano, Cora y Ancho, los cuales presentan una mayor
disimilitud entre ellos.

El grupo Il lo forma el tipo Habanero, el cual presenta
la mayor distancia genética con el grupo |, esto debido a
que sus frecuencias alélicas son muy diferentes, lo cual
confirma que pertenece a otra especie.

CUADRO 6. Distancias genéticas (Nei, 1978), de los tipos de chile.

Piquin Bolita Ancho Habanero Serrano Cora Arbol cruzas
Piquin 0.000

Bolita 0.056  0.000

Ancho 0.205 0.167 0.000

Habanero 0.349  0.389 0.378 0.000

Serrano 0.069 0.117 0.216 0.294 0.000

Cora 0.180 0.230 0.338 0.342 0.062  0.000

Arbol 0.051 0.087 0.234 0.277 0.075 0.188 0.000
Cruzas 0.102 0.110 0.166 0.421 0.137 0.293 0.094

? Arb (CP374 x Ser (CP368); Piq (CP358) x Ser (CP369); Arb (CP376) x Ancho
(CP363); Piq (CP149) x Arb (CP328); Arb (CP328) x Ser (CP372).

CONCLUSIONES

La diversidad genética de Capsicum annuum y C. chi-
nense medida por isoenzimas es alta, considerando que
se trata de especies predominantemente autbgamas. La
separacion entre las dos especies es evidente.

El andlisis de agrupamiento mostré una relacién en la
formacién de los grupos con base en el tamafio de fruto.

Hubo una amplia distribucién de la heterocigosidad
entre colectas, variando desde 43 hasta 62%.

Las cruzas tuvieron un comportamiento intermedio en-
tre sus progenitores en cuanto a las medidas de variabili-
dad genéticas utilizadas.

Capsicum chinense presenté mayor distancia genéti-
ca que C. annuum.
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CUADRO 3. Frecuencias alélicas observadas en 13 loci enzimaticos, para cada una de las colectas y cruzas de chile.

Locus-Alelo CP363Ancho  CP372 CP358 CP350 CP351 CP352 Arb CP354 Pig CP355 Arb CP374 CP364 CP359 CP043 CP361 CP333
Serrano Piquin Arb x Pig x x Ancho x Arb x Ser Arbol Bolita Piguin Piguin Piquin Piguin
Ser Ser
Cat-a 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00 0.00 0.50 0.00 0.50 0.00 0.00 0.50 0.50 0.50
Cat-b 1.00 1.00 1.00 0.50 1.00 1.00 0.50 1.00 0.50 1.00 1.00 0.50 0.50 0.50
Enp-a 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.50 1.00 1.00 1.00 1.00
Enp-b 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00
Got-a 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Got-b 0.50 0.10 0.50 0.00 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00 0.00 0.00
Got-c 0.00 0.40 0.00 0.50 0.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.50 0.50 0.50
Mel-a 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Mel-b 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Me2-a 1.00 0.50 1.00 0.50 1.00 1.00 1.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Me2-b 0.00 0.50 0.00 0.50 0.00 0.00 0.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.50
Me2-c 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Me2-d 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00
Mdhl-a 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 1.00 0.00 1.00
Mdh1-b 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 1.00 0.00
Mdh2-a 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.95 0.95 0.90 1.00 1.00
Mdh2-b 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.05 0.10 0.00 0.00
Mdh3-a 1.00 0.50 1.00 0.50 1.00 0.60 0.55 0.60 0.50 0.50 1.00 0.55 1.00 0.80
Mdh3-b 0.00 0.50 0.00 0.50 0.00 0.40 0.45 0.40 0.50 0.50 0.00 0.45 0.00 0.20
Mdh4-a 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Pgdl-a 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 1.00 0.50 0.50 0.50
Pgdl-b 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.50 0.50 0.50
Pgd2-a 0.40 0.65 0.50 0.50 0.45 0.10 0.00 0.50 0.50 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00
Pgd2-b 0.60 0.35 0.50 0.50 0.55 0.90 1.00 0.50 0.50 0.50 1.00 1.00 1.00 1.00
Sadl-a 0.50 0.50 0.45 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Sad1l-b 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Sadl-c 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Sad2-a 1.00 0.00 0.50 0.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.50 0.50 0.50 1.00 0.50

Sad2-b 0.00 0.00 0.50 0.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.50 0.50 0.50 0.00 0.50




CUADRO3. Continuacién

Locus- CP264 CP278 CP313Haba- CP120 CP135 CP365Bolita CP376 CP328 Arbol CP336 Se- CP337 Serra- CP368 Serrano  CP369 Se- CP335
Alelo Habanero Habanero nero Bolita Bolita Arbol rrano no rrano Cora
Cat-a 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Cat-b 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Enp-a 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 0.50 1.00 1.00 1.00 1.00 0.50 1.00
Enp-b 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00
Got-a 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Got-b 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00 0.50 0.50 0.40 0.10 0.10 0.50
Got-c 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.50 0.00 0.00 0.10 0.40 0.40 0.00
Mel-a 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Mel-b 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Me2-a 0.00 0.00 0.10 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Me2-b 0.50 0.50 0.50 0.45 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Me2-c 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Me2-d 0.50 0.50 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Mdh1-a 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00
Mdh1-b 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 1.00
Mdh2-a 0.50 0.50 0.50 0.90 1.00 1.00 0.75 0.95 1.00 1.00 1.00 0.50 1.00
Mdh2-b 0.50 0.50 0.50 0.10 0.00 0.00 0.25 0.05 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00
Mdh3-a 0.50 0.50 0.50 0.90 1.00 1.00 0.50 1.00 1.00 1.00 1.00 0.85 1.00
Mdh3-b 0.50 0.50 0.50 0.10 0.00 0.00 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.15 0.00
Mdh4-a 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Pgdl-a 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.00 0.50 1.00 1.00 0.25 0.25 0.50 0.50
Pgd1-b 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.00 0.50 0.00 0.00 0.75 0.75 0.50 0.50
Pgd2-a 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.00 0.50 0.00 0.00 0.65 1.00 0.40 1.00
Pgd2-b 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00 0.00 0.50 1.00 1.00 0.35 0.00 0.60 0.00
Sadl-a 0.50 1.00 1.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.45 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Sadl-b 0.50 0.00 0.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.55 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Sadl-c 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Sad2-a 1.00 0.50 0.50 1.00 1.00 1.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

Sad2-b 0.00 0.50 0.50 0.00 0.00 0.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50




CUADRO 4. Medidas de variabilidad genética en 22 colectas y cinco cruzas de Capsicum annuum y C. chinense.

Colecta Tipo Numero de alelos por Porcentaje de loci Heterocigosidad media
locus polimérficos”
Observada esperada
CP363 Ancho 14 38.5 0.369 0.201
CP372 Serrano 1.6 53.8 0.515 0.286
CP358 Piquin 1.5 46.2 0.462 0.247
CP350 Arb x Ser 1.6 61.5 0.615 0.324
CP351 Piq x Ser 1.5 46.2 0.454 0.243
CP352 Arb x Ancho 15 53.8 0.446 0.256
CP354 Piq x Arb 1.5 53.8 0.531 0.283
CP355 Arb x Ser 1.6 61.5 0.600 0.322
CP374 Arbol 1.6 61.5 0.615 0.324
CP364 Bolita 1.8 76.9 0.700 0.372
CP359 Piquin 1.5 46.2 0.392 0.210
CP043 Piquin 1.7 69.2 0.623 0.33
CP361 Piquin 1.5 46.2 0.462 0.243
CP333 Piquin 1.6 61.5 0.569 0.309
CP264 Habanero 1.7 69.2 0.692 0.364
CP278 Habanero 1.7 69.2 0.692 0.364
CP313 Habanero 1.8 69.2 0.692 0.371
CP120 Bolita 1.8 69.2 0.569 0.316
CP135 Bolita 1.4 38.5 0.385 0.202
CP365 Bolita 1.4 38.5 0.385 0.202
CP376 Arbol 1.8 84.6 0.808 0.435
CP328 Arbol 1.5 53.8 0.462 0.250
CP336 Serrano 1.4 38.5 0.385 0.202
CP337 Serrano 1.6 53.8 0.477 0.276
CP368 Serrano 15 46.2 0.423 0.239
CP369 Serrano 1.8 76.9 0.700 0.390
CP335 Cora 15 46.2 0.462 0.243
Promedio 1.59 56.97 0.54 0.29

“Un locus es considerado polimoérfico si la frecuencia del alelo mas comin no excede el 0.95%.
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Figura 1. Representacion de los zimogramas de los sistemas enzimaticos analizados en funcién de la movilidad relativa promedio de las
bandas polimérficas en colectas de chile. A: Enzima; B: Locus; C: Alelos.
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Figura 3. Dendograma de las distancias genéticas de diferentes tipos y cruzas de chile.

Caracterizacion isoenzimatica
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Figura 2. Agrupamiento de 22 colectas y cinco cruzas de Capsicum con base en las distancias genéticas de Nei (1978), estimadas a partir
de la frecuencias alélicas de 13 loci empleando el método de ligamiento promedio no ponderado (UPGMA).
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	In this research 22 collections and five crosses of Mexico’s peppers were studied, with the purpose of determining their genetic diversity, for this it was used starch gel electrophoresis. Monomorphics (only one allele) and polimorphics with one or several predominant alleles were obtained. The variation of alleles number for locus were 1.4 a 1.8. The variation of the polimorphic loci (PLP) was low (47%), intermediate (57.6%) or high (66%). Moreover, the heterozygosis was low (43%), to high (62%). The genetics distance matrix was used for finding the relationships between 22 collections and five crosses with base in 13 loci. Moreover, with the resulting matrix we constructed the tree diagram for separating in four groups according to similarities. 
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