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Estudio preliminar de identificacion a nivel molecular, de ecotipos de chile piquin

Preliminary identification at the molecular level of ecotypes of chili piquin
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Resumen

El chile piquin, es un recurso fitogenético con grande potencial culinario y de aporte de vitaminas para la alimentacién de paises
consumidores como México. Su estudio a nivel molecular, representa una posibilidad de diferenciar los ecotipos existentes en cada
regién donde se produce o donde se consume. Debido a la gran variabilidad morfolégica que presenta, la caracterizacién molecular
del chile, como recurso fitogenético, esto es, la obtencion de las caracteristicas desde el punto de vista genético, es un recurso
necesario para la identificaciéon de genotipos promisorios desde el punto de vista de mejoramiento genético ademds de la
documentacién del acervo de genes. En el presente trabajo se realizé un estudio preliminar de identificacion de ecotipos de chile
piquin provenientes de nueve estados de la republica, utilizando el marcador molecular ISSR (Inter secuencias simples repetidas).
Los resultados obtenidos, proporcionan informacién sobre la capacidad de los marcadores moleculares de detectar las diferencias en

los ecotipos, que corresponden a las diferentes regiones de colecta.
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Abstract

The piquin chili is a plant genetic resource with great potential for culinary nutrition and vitamin supply for consumer countries
such as Mexico. Its study at the molecular level represents a possibility of differentiating the existing ecotypes in each region where
it is produced or where it is consumed. Due to the great morphological variability that it presents, the molecular characterization of
chili as a plant genetic resource represents obtaining the characteristics from the genetic point of view. This is necessary for the
identification of promising genotypes for genetic improvement in addition to documentation of the gene pool. In the present work, a
preliminary study was carried out to identify piquin chili ecotypes from nine states of the republic, using the molecular marker
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). The results obtained provide information on the ability of molecular markers to detect

differences in ecotypes, which correspond to the different collection regions.

Keywords: Capsicum annum, ISSR, molecular identification.
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Introduccion

México es uno de los principales paises
consumidores de chile (Capsicum annuum L., var.
aviculare o var. glabriusculum). Es aqui donde se
originaron muchas de las variedades que
conocemos y que dan a este pais un icono que
representa la afinidad del pueblo mexicano por el
fuego, la intensidad y la variedad. Ha sido parte de
nuestra cultura desde épocas prehispdnicas. Se
menciona en el cddice florentino, como clasificado
ya con un grado reconocido de pungencia. En
ndhuatl cococ (picante bajo), cocopatic (picante
medio), cocopetzquauitl (picante fuerte) y
cocopalatic (extremadamente picante) (Mazzetto,
2017). Aunque no es clara la explicaciéon que dan
estos escritos ancestrales, sobre el tipo de chile del
que se trata en cada caso, es claro que existe desde
entonces una gran variedad en esta especie.

El chile piquin, es considerado como uno de los
mds picantes y es utilizado tanto para consumo
fresco, como seco; de hecho, es preferido por su
grado de pungencia (Rodriguez-del Bosque, 2005).
Es considerado como una fuente importante de
vitamina A y un elemento importante en Ila
gastronomia tipica de varios estados de la reptblica
(Atilano-Lépez y col., 2017), ademds de ser fuente
de genes para mejoramiento genético. En México,
este tipo de chile se puede encontrar en todas las
costas y serranias costeras del océano pacifico y del
Golfo de México y se distribuye a lo largo del pais
en los trépicos y atn en zonas semidridas
(Ramirez-Ojeda, 2017). La gran variedad de
formas de sus frutos, ademds de su forma de creci-

miento (Figura 1), ha propiciado que se le
reconozca con diferentes nombres segiin la region
donde se ubican. Son conocidos con los nombres
de chiltepin, piquin, chile de monte, chile silvestre,
etc. (Martin y Gonzdlez, 1991; Medina-Martinez y
col., 2010).

Debido a la variabilidad morfolégica del chile
piquin, se considera que existen diferentes
ecotipos, que segun la definicién mencionada por
Hufford y Mazer (2003), son los distintos
genotipos o poblaciones dentro de una especie,
resultado de su adaptacién local a condiciones
ambientales especificas, capaces estos de hibridarse
con otros ecotipos de la misma especie. Debido a
esto, se vuelve necesaria la caracterizacion
molecular del chile, como elemento basico en el
estudio de los recursos fitogenéticos. Esto es, la
obtencién de las caracteristicas desde el punto de
vista genético (Sdnchez-Gonzdlez, 2007). Uno de
los marcadores moleculares que ha sido utilizado
recientemente  para caracterizaciones
moleculares (Zhang y col, 2012; Medrano-
Herndndez y Col., 2017) asi como determinacién
de variabilidad genética (Castafieda-Cardona y col.,
2021) es el marcador ISSR (Inter secuencias
simples repetidas).

El objetivo del presente trabajo, fue la
caracterizacion a nivel molecular, de diez colectas
de chile piquin, provenientes de diferentes regiones
del pais, utilizando el marcador molecular ISSR, y
la validacién de la capacidad de este marcador para
separar las colectas segin su origen, como
antecedente de posteriores trabajos de asociacién
con caracteristicas morfoldgicas.

realizar

Figura 1. Diversidad morfolégica de chile piquin. A) Fruto casi redondo, B) Fruto elongado, C) fruto triangular, D) fruto

acampanulado (Descriptores validos para Capsicum spp. segtin el IPGRI, 1995)
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Materiales y Métodos

Se obtuvieron colectas de semillas de chile piquin,
provenientes de nueve estados de la republica, con
ubicaciéon y condiciones ambientales que se
mencionan en el Cuadro 1 (Figura 2).

Esas semillas fueron sembradas bajo condiciones
de invernadero, ubicado éste en el Centro
Universitario de  Ciencias  Bioldgicas 'y
Agropecuarias (CUCBA), Municipio de Zapopan
Jalisco. Se obtuvieron muestras de tejido foliar de
ocho plantulas por colecta.

Cuadro 1. Diferencias de temperatura y precipitacion en las localidades de procedencia de las colectas de chile
piquin incluidas en el presente trabajo

Localidad de procedencia Altitud Temperatura Precipitacion Tipo climatico
y tipo de fruto* msnm media anual Acumulada segiin Koppen-
oC promedio Garcia
mm
Autlan de Navarro, Jal. (2) 900 22.9 682.00 BS+(h)w(i")
Xalisco, Nay. (1) 963 21.1 1,451.9 AC)W2(w)(i")g
San Blas, Nay. (1) 4 26.0 1441.4 AWz(w)e
Coahuayana, Mich. (2) 10 26.2 249.0 Awo(w)i
Tlamamala, Hgo. (1) 2197 17.3 681.9 Aw"2(i")g
Papantla, Ver. (3) 190 29.1 1,136.9 (A)Ca(w"2)(w)eg
Zimatlan Oax. (1) 2,879 20.5 741.2 (A)Ca(w"o)w(i")g
Xicotepec, Puebla 1098 18.6 3,181.5 (A)Cb(w"2)eg
Tuxpan Ver. (3) 50 24.6 957.9 Aw'"leg
Tecoman, Col. (2) 30 26.6 801.9 BS+h")w(w)i
Fuente: Servicio Meteoroldgico Nacional
*tipo de fruto (1) Elongado, (2) Casi redondo, (Triangular)

1. Jalisco

2. Nayarit

3. Colima

4. Michoacéan

5. Querétaro

6. Tlaxcala

7. Veracruz

8. Hidalgo

9. Oaxaca

Centro Occidente

Pacifico sur

Figura 2. Estados incluidos en el muestreo de chile piquin de donde provienen las muestras incluidas en el
presente trabajo
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Se realiz6é una extraccién de DNA de acuerdo al
protocolo reportado por Saghai-Maroof y col.
(1984). Se determind la calidad y la concentracién
del DNA de las muestras, usando
espectrofotometria y electroforesis en geles de
agarosa 1%. Para la amplificacion de los
fragmentos por PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa) para ISSR, se utiliz6 un termociclador
marca Techne flexigene®. La mezcla de reaccién
consisti6 de 1X buffer para PCR, 2.5 mM de
MgCl2, 0.8 M de iniciador, 0.25 mM de dNTP’s,
2.5 U de Taq. DNA polimerasa (Promega®), y 2.5
ng DNA gen6mico, en un volumen final de 20 uL.

ANO 9 NUMERO 18
192 - 197

Los iniciadores para ISSR usados fueron: John
(5’- AGA GAG AGA GAG AGY C-37),y 901

(5’- GTG TGT GTG TGT-AY -3’). El perfil de
temperatura utilizado fue: una temperatura inicial
de 950 3 min., 40 ciclos de 45 s a 950C, 45 s a
520C y 1.5 min. a 720C, con un ciclo final de10
min a 72 oC. Los fragmentos obtenidos fueron
separados en geles de agarosa de alta resolucién
1.5% y tefiidos usando sales de plata (Sambrook &
Russell, 2001).
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Figura 3. Dendrograma obtenido a partir de datos moleculares generados con ISSR para diez colectas de chile
piquin.
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A partir de los
generados,  se
presencia/ausencia de bandas, la cual fue utilizada
para el cédlculo del coeficiente de similitud de
Jaccard y un andlisis de agrupamiento por el
método UPGMA (del inglés unweighted pair-group
method with arithmetic average), todos estos
analisis, contenidos en el software de andlisis
NTSYS ver. 2.2 (Rohlf, 2009). Los resultados se
presentan en un dendrograma.

patrones de amplificacion

obtuvo una matriz de

Resultados y discusion

Como resultado de la aplicacién de la técnica PCR
para ISSR, se obtuvieron patrones diferenciales de
bandeo para todos los individuos estudiados. El
total de bandas obtenidas con los dos iniciadores
fue de 65, de las cuales 48 fueron polimérficas, lo
que significa un porcentaje de polimorfismo
detectado de 73.84 %. Estos resultados concuerdan
con el nivel de polimorfismo que se genera con el
marcador ISSR y que ha sido reportado en otros
estudios con especies de la misma familia, entre los
que se puede mencionar el 98% de polimorfismo
detectado en chile habanero (Ldépez- Espinosa y
col.,, 2018) y muy alto comparado con el 5%
reportado por Olatunji y Afolayan (2019) para
separar especies de Capsicum spp.

Como resultado del andlisis de similitud y el
andlisis de agrupamiento, se
dendrograma (Fig. 3) que muestra la asociacién
entre los ecotipos de chile colectados.

En este estudio preliminar, se logr6 comprobar que
el marcador ISSR agrupa a los individuos
analizados, segin su procedencia, es decir su lugar
de origen, lo cual es coincidente con lo reportado
por Thul y col. (2012) y Olatunji y Afolayan
(2019) . Los patrones individuales de bandeo
producidos para cada colecta, ubican los grupos de
acuerdo a su localidad. Lo anterior corresponde con
lo que este marcador ha detectado anteriormente en
especies (Rodriguez-del Bosque, 2005;
Monfared y col., 2018; Castaneda-Cardona y col.,
2020) en esos trabajos, se menciona la ventaja que
ha representado utilizar el marcador ISSR para el
control y la gestion eficaz de medidas de
conservacion y seleccion de las plantas en
programas de mejoramiento, ya que esto solo
puede implementarse cuando las plantas estdn

obtuvo un

otras
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correctamente identificadas. Por otra parte, la
agrupacién no coincide en un nivel confiable, con
las caracteristicas de fruto, ya que las colectas Xal,
Nay; San Blas, Nay; Tlamamala Hgo, y Zimatldn
Oax; con fruto (1) elongado, se encuentran en
grupos Autlan, Jal,
Coahuayana Mich y Tecomdn con fruto (2) casi
redondo.

Los resultados obtenidos, proporcionan
informacién sobre la capacidad de los marcadores
moleculares de detectar las diferencias en los
ecotipos, diferentes
regiones de colecta.

diferentes, asi como

que corresponden a las
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