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RESUMEN

Con el objetivo de identificar la variacion fenotipica del chile manzano (Capsicum
pubescens Ruiz y Pavon), se realiz6é un estudio de caracterizacién morfolégica con
15 colecciones cultivadas en la region sur del estado de México. Se evaluaron 86
caracteres morfoldgicos (68) tomados de la guia de IPGR 1995 y (18) la guia del
SNICS 2014. De todos ellos 59 fueron cualitativos y 27 cuantitativos. Se encontrd
amplia variabilidad cualitativa con polimorfismos en 29 caracteres cualitativos de los
59 evaluados, asi como 98 estados diferentes de los 209 (morfoalelos) descritos en
las guias. Las colecciones en promedio tienen 4 morfoalelos por atributo. Los
polimorfismos cuantitativos estuvieron relacionados principalmente con atributos de
la fruto y los cualitativos estuvieron relacionados con caracteres de flor y fruto. El
andlisis discriminante separé a las colecciones en cuatro grupos, dos de ellos
incluyeron solo la coleccion, la colecta 12 identificada por el niamero de flores
axilares y color blanco de la corola y la colecta 11 contraste en forma de fruto
alargado. Un tercer grupo incluy® las colectas 1, 2, 8, 9y 13 que comparten el color
rojo de fruto. El cuarto grupo incluy6 basicamente las colecciones mas comerciales.
Para el andlisis de componentes principales los cuatro primeros componentes
principales explicaron 65% de la variabilidad acumulada principalmente explicado
por las caracteristicas de la planta, flor y fruto. La variabilidad cualitativa y
cuantitativa que se encuentra en las colecciones de Capsicum pubescens
evaluados indican que hay suficiente variabilidad para los programas de
mejoramiento genético de esta especie.
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SUMMARY

With the aim of identifying the phenotypic variation of manzano pepper (Capsicum
pubescens Ruiz and Pavodn), a study of morphological characterization was
performed with 15 collections grown in the southern region of the State of Mexico.
86 morphological characters taken from the IPGR 1995 guide (68) and the SNICS
2014 guide (18) were evaluated. From all of them 59 were qualitative and 27
quantitative. It was found wide qualitative variability with polymorphisms in 29
qualitative characters of the 59 evaluated, as well as 98 of the 209 different states
(morphoalles) described in the guides. The collections on average have 4
morphoalles by attribute. Quantitative polymorphisms were related mainly with
attributes of the fruit and the respective qualitative were related to flower and fruit
characters. The discriminant analysis separated to collections in four groups. Two
of them included just a single collection, the number 12 identified by the number of
axillary flowers and white color of the corolla and the number 11 contrasted in shape
and fruit length. A third group included the collections 1, 2, 8, 9 and 13 which share
the red color of the fruit. The four group included basically the most marketable
collections. For the principal components analysis the first four principal components
explained 65% of the accumulated variability mainly explained by characteristics of
plant, flower and fruit. The qualitative and quantitative variability found in the
collections of Capsicum pubescens evaluated show that there is enough variability

for a genetic breeding programs of in this species.
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INTRODUCCION

El centro de origen de Capsicum spp., es América del Sur y América central. Su
namero de especies va de 20 a 30 segun distintos autores (Loaiza, et al., 1989;
Eshbaugh, 1983; Hernandez, et al., 1999; Moréan, et al. 2004; Milla, 2006) y de las
cuales solo cuatro o cinco son domesticados y cultivados en el mundo para fines
principalmente alimenticios. El chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.) es
una especie originaria de Sudamérica y se cultiva en diversos paises. El fruto de
Capsicum sp. es un producto que ademas de dar sabor a la comida, tiene
cualidades nutritivas (contenido de vitamina Ay C) (Durusty Darust, 1997), (Fawell,
1998) y (Maroto, 2002).

Es una de las especies domesticadas mas antiguas que se conocen, fue introducido
al pais a principios del siglo XX (Arqueologia mexicana, 2009), sin embargo, en
comunicacién oral con productores de la region mencionan que fue introducido
antes ya que no es un cultivo que se considere nuevo ademas de que ya se tiene
un amplio conocimiento sobre esta especie. Esto puede explicar la amplia
variabilidad que se encuentra hoy en dia de esta especie debido a la seleccion
antrépica que realizan los productores de los genotipos utilizados en la region
(Latournerie, 2010), los cuales que aun no estan caracterizados, condicién que
facilitaria la seleccién de materiales promisorios a utilizar en mejoramiento genético

y conservacion .

Generalmente se cultiva en huertos familiares, en regiones con altitudes que van
de los 1700 a los 2400 msnm, en México, se le encuentra en algunos lugares altos,
templados y frios de Michoacan, Querétaro, Estado de México, Puebla y Chiapas
(Pérez y Castro, 1998). Se encuentra cultivado a cielo abierto, traspatio e
invernadero, es utilizado como condimento insustituible en la dieta de los habitantes

de del sur del Estado de México.
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La caracterizacion de materiales permite el registro de valores de descriptores
agronomicos, morfolégicos y fisioldgicos altamente heredables y expresados en
diferentes ambientes (IPGRI, 1980) y que en conjunto con informacién relacionada
con practicas culturales permiten identificar la variabilidad y grupos genéticos,
factores elementales para el mejoramiento genético y desarrollo de materiales

uniformes con mayores ventajas en comercializacion.

Ademas se requiere de una caracterizacién molecular a partir de marcadores para
identificar la diversidad genética dentro de cada especie originada por la deriva
genética y las mutaciones, las cuales se han definido como cambios espontaneos
en una o varias caracteristicas morfoldgicas o fisiolégicas de una especie (De la
Loma, 1970). Es por ello que el objetivo de la investigacion fue describir la
diversidad morfologica de 15 colectas de chile manzano, cultivadas en la region sur
del Estado de México como una primera estrategia para la identificacion de

variabilidad genética de esta especie.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Capsicum spp.

El chile (Capsicum spp), es considerado una de las primeras plantas cultivadas de
Mesoamérica y la continuidad de su uso se confirma desde 7000 y 5000 afios A.C.
Es utilizado principalmente como condimento, medicinal y para defensa personal en
gas pimienta; ademas de un sinnimero de usos que le daban nuestros antepasados
como castigo, atributo y moneda. (Long-Solis, 1986). Es uno de los cultivos mas
importantes en México y el mundo, actualmente se reconocen 5 especies cultivadas:

C. baccatum C. pubescens, C. frutescens. C. chinense y C. annuum (IPGRI, 1983).
Capsicum annuum ssp.

Son plantas herbaceas o arbustivas de 1.5 m de alto en promedio, pueden ser
perennes o0 anuales, principalmente glabras: con flores solitarias, raramente en
pares, ocasionalmente fasciculadas, sin constriccion en la base del céliz y pedicelo,
a veces un poco rugoso; caliz dentado, ausente o rudimentario; corola de color
blanco a azul, raramente violeta, sin manchas difusas en la base de los pétalos;
pétalos usualmente rectos; anteras normalmente de color azul a violeta, filamentos
cortos, frutos de color verde en estado inmaduro y cuando estdn maduros son de
color naranja, rojos y purpura-amarillo, son persistentes, pendientes, raramente
erectos, variables en su tamario y forma; semillas de color crema a amarillo (D'Arcy
y Eshbaugh, 1974).

Capsicum chinense

Arbustos pequerios de 1.5 m de alto en promedio, glabros a pubescentes; con dos
o0 mas flores por nudo, algunas solitarias, pendientes, raramente erectas; caliz del
fruto maduro carece de dientes y presenta una marcada constriccion anular en su
base; corola blanca-verdosa o verde-amarillenta algunas blancas lechosas o
purpuras; sin manchas difusas en la base de los pétalos; pétalos de la corola rectos;

anteras de color violeta a azul, amarillas (Smith y Heiser, 1957); frutos pendientes,
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persistentes, de pulpa firme, de colores café rojo, melocoton, amarillo naranja,
amarillo limén, o crema, de varias formas; semillas de color crema a amarillo (D'Arcy
y Eshbaugh, 1974).

Capsicum frutescens

Son hierbas o arbustos pequefios, de hasta 2 m de alto, glabros a pubescentes, en
su mayor parte finamente pubescentes; con dos o mas flores por nudo, raramente
una, erectas; no tiene constriccion en la base del caliz y el pedicelo; céliz dentado o
ausente; corola blanco verdosa; anteras azul a violeta raramente amatrillas; fruto
inmaduro verde, frutos maduros naranjas, rojos, pigmentacion oscura, pendientes y
deciduos, con pulpa frecuentemente blanda; semillas de color crema a amarillo
(D'Arcy y Eshbaugh, 1974).

Capsicum baccatum

Hierbas o pequefios arbustos extendidos de 1-1.5 m de alto, principalmente glabros,
algunas veces pubescentes; una flor por nudo, raramente dos 0 mas; pedicelos
erectos o pendientes en la antesis; caliz ciatiforme con distintos dientes 36 de 0.5-
1.5 mm de largo; corola rotada, radio de 7.4-12 mm, de color crema a blanco o
blanco-verdosa, con manchas amarillas a verdes difusas en la base de cada l6bulo;
anteras amarillas, filamentos muy largos de 2.6-4.2 mm: frutos de color café, rojo,
naranja, o amarillo limén, pendientes, muy raramente erectos, persistentes, de
pulpa firme, de varias formas, normalmente alargados, muy raramente globosos;

semillas de color crema a amarillo, paja (D'Arcy y Eshbaugh, 1974).

2.2 Capsicum pubescens R.y P.

Es conocido como chile manzano en el Estado de México, “pubescens” significa
peludo, que se refiere a las hojas pubescentes de la planta. La vellosidad de las
hojas junto con las semillas negras o de color oscuro, distinguen a esta especie de
otras. Se adapta en lugares que van de templados a frios, produce frutos carnosos,

picantes y aromaticos que se consumen en fresco. Se venden en mercados de las
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partes altas y frias donde tienen una buena aceptacion y demanda. Se consume en
fresco ya que es muy carnoso y se dificulta deshidratarlo (Laborde y Pozo, 1982).

Su demanda va en aumento debido a la diversificacion en las formas en que se
consume, su precio puede llegar a ser aproximadamente de un 100 hasta un 200%
mayor al chile serrano (C. annum), por lo cual es un cultivo atractivo para los
productores (Pérez y Castro, 1998). En la zona sur del estado de México se cuenta
con gran variabilidad en esta especie, ya que cuenta con las condiciones de clima
favorables para el cultivo ademés de que paso de ser un cultivo de traspatio y

asociado con arboles frutales a un monocultivo intensivo en invernadero.

2.2.1 Origen, distribucion

Es originario de las partes altas de Perd, Bolivia y Ecuador (Pozo, 1983).
Actualmente se encuentra distribuido en las zonas altas desde Argentina hasta el
centro de México. C. pubescenses la Unica de las especies domesticadas de éste

género que no tiene formas silvestres (Heiser y Pickersgill, 1969).

En México se le puede encontrar en las partes altas de Puebla, Michoacén, Estado
de México y Querétaro.

2.2.2 Clasificacion taxonémica
De acuerdo con Heiser y Pickersgill (1969) su nUmero cromosémico es 2n = 24, la

clasificacion taxonémica del chile manzano es la siguiente:

REINO. ... Vegetal
SUBREINO........ccoiii Embriophytas
DIVISION. ..o, Tracheophytas
SUBDIVISION.......oovviiiiiiiiieii Pteropsidas
CLASE. ... Angiospermas
SUBCLASE.......cooiiiiee, Dicotiledoneas
ORDEN. ..ot Tubiflorales
FAMILIA. ... Solanaceae
GENERO......oiiii Capsicum

EPITETO ESPECIFICO........ pubescens Ruiz y Pavén
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2.2.3 Descripcion botanica

De acuerdo a Pérez y Castro (2010):

Raiz: Consta de una raiz principal tipica o pivotante de origen seminal y numerosas
raices secundarias que pueden alcanzar hasta 1.2 m de profundidad y 0.8 m de
exploracién horizontal; 80% de ellas se encuentran en una capa de 20 a 30 cm, pero
cuando se cultiva en sustratos inertes se concentra en 15 cm, es mas ramificada y

su volumen es reducido.

Tallo: es lefioso con habito de crecimiento compacto y erecto; presenta abundante
pubescencia y es de color verde, excepto en los primeros entrenudos, en los cuales

es purpura. Su ramificacion es pseudodicotémica.

Hoja: es simple, su forma es cordada con &pice acuminado y borde liso,
excesivamente vellosa en el haz y la nervadura es reticulada perinerve, peciolada

y su filotaxia es alterna distica.

Flor: Hermafrodita, de color violeta y raramente blanca, el centro es blanco, el céliz
y la corola estan fusionados en su base. Los estambres tienen la misma longitud y
el ovario es supero. En las axilas de las hojas se encuentran uno o dos peciolos

cuya proporcién puede ser erecta o intermedia.

Fruto: En estado inmaduro es verde y maduro, puede ser amarillo, naranja o rojo,
tiene una placentacion axilar, su forma varia dependiendo el nimero de Iéculos;
cuando se presenta uno o dos tiene la forma de pera y cuando tiene tres o cuatro la
forma es de manzana, la longitud del fruto es de 4 a 8 cm y diametro de 2 a 6 cm;
el grosor del pericarpio varia de 2 a 6 mm. La forma del fruto en la union con el
pedunculo es truncada y acorazonada, no presenta cuello en la base del fruto y la
forma del apice es hundido y raras veces de forma obtusa, presenta una ligera

corrugacion en corte transversal.
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Semilla: Es la Unica que posee semillas de color negro. Estas, son de forma
ovalada, con el borde ligeramente ondulado. Mide alrededor de 5 mm de diametro

y estan constituidas de testa gruesa, embrion y endospermo.

Habito de crecimiento: Uno es de porte bajo y otro es de porte alto, diferenciados
basicamente por la longitud de entrenudos y la maduracion de los frutos. Estas
plantas se encuentran mezcladas en las diferentes poblaciones de chile manzano
que existen en las regiones altas y frias del pais, las cuales es necesario caracterizar

y formar variedades de uno u otro habito de crecimiento (Pérez., 2002).

2.2.4 Propiedades organolépticas

El color de fruto del chile manzano, puede ser amarillo, naranja o rojo todos de sabor
picante y tamafio que va desde pequefio a grande con altos contenidos de
capsaicinoides de los cuales el 80% es cubierto por capsaicina y dihidrocapsaicina
(Topuz y Ozdemir, 2004). También presenta altos niveles de vitaminas como la C,
los cuales pueden variar de acuerdo a la variedad o colecta, asi como también a
madurez del fruto, manejo agronémico de la planta y factores climaticos (Mozafar,
1994).

2.2.5 Variedades del cultivo

La Universidad Autonoma de Chapingo, en Texcoco, Estado de México ha
desarrollado variedades tres variedades la Amarillo Chapingo, Puebla y Zongdlica
por Puebla (Pérez, 2002).

2.2.6 Requerimientos del cultivo

Temperatura: Temperatura optima para el crecimiento y desarrollo adecuado de
ésta especie es de 18 a 22°C en el diay 10 a 12°C en la noche (Perez y Castro,
2010), (Mosso, 1994), se adapta a lugares frios, tolera heladas ligeras y puede
fructificar en temperaturas bajas de 5 a 15°C (Pozo, 1983). A temperaturas mayores
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a los 35°C provocan aborto de flores. La especie se adapta bien en altitudes de
1700 a 2500 m, siempre que no existan heladas. La temperatura para la
germinacion, que generalmente ocurre a los 8 dias, es de 25 a 28°C (Perez y Castro,
2010), a temperaturas de 5 a 12°C la germinacion de la semilla es lenta (Mosso,
1994).

Humedad relativa y del suelo: Se desarrolla bien con humedad relativa de 70 a
80%. Arriba de este valor se tiene poca dehiscencia de anteras disminuyendo la
polinizacién y fecundacion de los évulos, y en consecuencia se tiene menor nimero
de semillas y a su vez menor tamafio de fruto. Con humedades relativas menores
al 40% existe deshidratacion de los granos de polen. Lo cual también ocasiona una
baja polinizacion y formacion de semillas. La humedad 6ptima del suelo o sustratos
de cultivo es de 70 a 80 % de la humedad aprovechable (Perez y Castro, 2010).

Sustrato: Puede crecer y desarrollarse en suelo desde andosoles, los cuales
poseen contenidos altos de materia organica y pH acido, también lo puede hacer en
luvisoles, cambisoles, regosoles y acrisoles. Sin embargo, lo éptimo para mejorar el
proceso de absorcion de la raiz y proveer un desarrollo y crecimiento adecuado, se
requiere que el suelo tenga una textura de franca a arenosa, estructura granular,

profundos y con pH de 5.5 a 6.5 (Perez y Castro, 2010).

2.2.7 Plagas y enfermedades

Las plagas que atacan al chile manzano son: mosquita blanca (Trialeuodes
vaporarium Westwood y Bemisia pp) como principales especies, arafia roja
(Tetranychus sp), arafa blanca (Polyphagotarsonemus latus Banks), caracol del
jerdin (Helixpomatia L.), gusano del fruto (Heliotis virescens Fabricius) y pulgén

(Myzus persicae Sulzer). (Pérez y Castro, 2010)

Enfermedades que atacan al cultivo son: Marchitez del chile manzano causados por
Phytoptora capsici Leonian (Pérez y Castro, 2010) y Fusarium oxisporum Schlecht
(Vallejo, 2010), Botrytis (Botrytis cinérea Pers), Fumagina (fumagina spp.) vy
Pseudomonas spp. (Pérez y Castro, 2010)
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2.2.8 Importancia del cultivo, produccién y comercializacion

El subsector horticola de México aporta 16% del valor de la produccién agricola con
sélo el 2.7% de la superficie agricola y 2.1% de la produccion total (SAGARPA,
2010). Por otro lado, las hortalizas mexicanas son de las pocas actividades que
mantienen una balanza comercial positiva dentro del sector rural, ya que el volumen
exportado fue 4.1 veces mayor que el importado desde 1961 a 2010 (FAO-
FAOSTAT, 2012). La produccién de hortalizas en México ha tenido un aumento en
las ultimas dos décadas, uno de ellas es el cultivo del chile (Capsicum spp.) alimento
fundamental en la dieta diaria de los mexicanos. De la diversidad de chiles que se
cultivan en el territorio nacional, el chile manzano es uno de los mas importantes y

ha cobrado mayor importancia en los ultimos 15 afios (Pérez y Castro, 2008).

Debido a la demanda del chile manzano, ha incrementado la produccion en huertos
semicomerciales y actualmente de este producto ha motivado el desarrollo de
sistemas de produccion que elevan la productividad y su calidad postcosecha
(Espinosa, 2005). Segun Pérez y Castro (2008) y, Espinosa y Villa (2008), las
principales zonas donde se produce chile manzano, son: Sierra Norte de Puebla
(Tlatlahuiquitepec, Zacapoaxtla yTeziutlan); TacAmbaro y Zithcuaro, Michoacén,
Centro de Veracruz (Huatusco, Coscomatepec y Zongolica), Coatepec de Harinas,
Villa Guerrero y San Miguel Tlaixpan, Edo. México; y San Cristébal y Motozintla, en

el Estado de Chiapas.

Sistemas de produccién actuales; campo abierto asociado con arboles de pino y
frutales e intensivo bajo condiciones de invernadero. EI de campo abierto se
caracteriza por tener problemas fitosanitarios como la secadera del chile
(Phytophthora capsici y Fusarium oxisporum), con poco rendimiento (15 a 20 ton-ha
L.afo), frutos de mala calidad (tamafio pequefio, deformes), con enfermedades
fungosas, picadura de aves y corta vida postcosecha, entre otros. La produccién de
chile manzano en invernadero, inicid hace 12 afios y tiene ventajas como mayor

control de temperatura, humedad relativa, radiacion, nutricion de las plantas,
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empleo de altas densidades de poblacién (12,000 plantas por hectarea), alta calidad
de fruto y rendimientos elevados (70 a 80 t-1-ha-1-afio), y menor dafios causados

por plagas y enfermedades (Pérez y Castro, 2008).

De acuerdo a encuestas realizadas y productores visitados en el Estado de México,
los mercados con mayor distribucion del chile manzano son la Central de abastos
de Ecatepec y la Central de abastos de la ciudad de Toluca (Espinosa, 2010). En
menor escala se encuentran los mercados locales de Texcoco, Coatepec Harinas,
Tenancingo, Valle de Bravo y Villa Guerrero los cuales distribuyen a los
consumidores finales. Existen empresas importantes para la exportacion de chile
manzano, dos estan ubicadas en Coatepec Harinas, Estado de México y una en el

estado de Chihuahua.

Los centros de distribucién de frutos de chile manzano como la central de abastos de
Ecatepec y Toluca presentan caracteristicas similares, ya que venden frutos
provenientes de campo abierto e invernadero (Espinosa, 2010). En el caso de chile
manzano en México, los estandares de calidad en los mercados no ha estado
debidamente reglamentado y solo se ha basado en lineamientos de orden regional,
establecidos por los principales compradores en los centros de consumo y

distribucion del pais.

2.3 Caracterizacion morfolégica y molecular

2.3.1 Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfolégica de recursos fitogenéticos es una actividad que
permite la seleccion de los materiales mas promisorios para su posterior utilizacion
en programas de mejoramiento, (IPGRI, 1980), la caracterizacion consiste en
registrar aquellas caracteristicas que son altamente heredables, que pueden verse

facilmente y que pueden ser expresadas en todos los ambientes. Las caracteristicas
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morfolégicas se han utilizado para estudios de variabilidad genética, identificacién

de plantas y conservacion de los recursos genéticos.

Las descripciones morfoldgicas, agronémicas, fisioldgicas de una caracterizacion
deben ser acompafiadas de informacion relacionada con practicas culturales,
condiciones ambientales ademas, deben crecer bajo condiciones uniformes para
asegurar de esta manera que las diferencias registradas sean tipicas de los
materiales bajo esas circunstancias (Engels, 1979). La caracterizacion es el primer

paso en el mejoramiento de los cultivos para programas de conservacion.

2.3.2 Definicién y tipos de descriptores

Descriptor: caracteristica o atributo cuya expresion es facil de medir, registrar o
evaluar y que hace referencia a la forma, estructura o comportamiento de una
accesion, son aplicados en la caracterizacion y evaluacion de las accesiones
(Franco e Hidalgo, 2003).

Diferentes tipos de descriptores de acuerdo con Franco e Hidalgo, (2003):
e De pasaporte: Proporcionan informacion bésica que se utiliza para el manejo
general de la accesion, incluyendo el registro en el banco de germoplasma y
cualquier otra informacion de identificacion, describen los parametros que se

deben observar cuando se hace la recoleccioén original.

e De manejo: Proporcionan bases para el manejo de las accesiones en el
banco de germoplasma y ayudan durante su multiplicacion y regeneracion,
como las fechas de multiplicacion, cantidades de semillas disponibles,

porcentajes de viabilidad.

e Del sitio y el medio ambiente: Describen parametros especificos del sitio y

del ambiente, ayudan en la interpretacion de resultados cuando se realizan
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pruebas de caracterizacion y evaluacion, también se incluyen, coordenadas

geograficas, caracteristicas de clima y suelos.

e De caracterizacion: Permiten la discriminacion relativamente facil entre
fenotipos. Son caracteres altamente heredables que pueden ser facilmente
detectados a simple vista y se expresan igualmente en todos los ambientes.
Ademas, pueden incluir un numero limitado de caracteres adicionales
considerados como deseables como colores y formas de tallos, hojas, flores,
semillas y frutos. En los dltimos afios se estan incluyendo descriptores

relacionados con los marcadores moleculares.

e De evaluacion: La expresion de la mayoria de los descriptores de esta
categoria depende del medio ambiente y, en consecuencia, se requieren
métodos experimentales especiales para su evaluacion. En este tipo de
descriptores se incluyen caracteres como rendimiento, productividad
agronomica, susceptibilidad a estrés y caracteres bioquimicos y citologicos,

los cuales generalmente son de mayor interés en el mejoramiento de cultivos.

Estados del descriptor y tipos de datos

Se esperaria que las caracteristicas visibles de una especie fueran homogéneas,
sin embargo, todas no se expresan con la misma intensidad y algunos miembros de
la poblacidén pueden presentar diferentes grados de expresién que se traducen en
diferentes tipos de datos o categorias de variables. Los descriptores se pueden
diferenciar de acuerdo con el estado que presentan, lo cual es conocido como
‘estados del descriptor ‘se registran mediante escalas de valor (Franco e Hidalgo,
2003).

Existen distintas categorias de datos, segun la expresion del descriptor que puede
ser en forma cualitativa o cuantitativa. En forma cualitativa, se pueden generar datos

binarios (también llamados de doble estado), datos con secuencia (ordinales o
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multiestado l6gico) y datos sin secuencia (nominales, multiestado no l6gico). En
forma cuantitativa, los datos generados pueden ser discontinuos (llamados también

discretos) y continuos (Franco e Hidalgo, 2003).

2.3.2 Caracterizacion molecular

2.3.2.1 Marcadores moleculares

El estudio del ADN permite sefialar aquellas caracteristicas que resultan utiles para
ciertas especies como la resistencia a ciertos patdogenos y plagas, alta
productividad, color, que son de interés de interés agronémico entre otras.
Presentan muchas ventajas en comparacion con los de tipo morfol6gico, por su
independencia de efectos del medio ambiente, permiten revelar las diferencias que
existen entre los genomas como producto del proceso evolutivo y la caracterizacion
de germoplasma. Los trabajos con marcadores moleculares parten de la
informacion genética de cada individuo contenido en el nicleo de la célula (Wilches,
2014).

Un marcador molecular es un fragmento o secuencia de ADN correspondiente a
una caracteristica, es una valiosa herramienta como complemento de los métodos
morfométricos y pueden utilizarse para otros propositos como: la determinacion de
la distinguibilidad, uniformidad, estabilidad de las nuevas variedades, Yy
mejoramiento de especies (Escandon et. al, 2005). Algunas de las técnicas mas
utilizadas son aloenzimas e izoenzimas, RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic
ADN), Polimorfismo de nucleédtido simple (SNPs), microsatélites (SSR) y
Secuenciacion de ADN. Las ventajas de los marcadores moleculares microsatélites
(SSR) es, que son altamente variables, abundantes en los eucariotes y
generalmente bien distribuidos a través del genoma, son ampliamente variables y
codominantes, de ahi que su informacion es alta comparada con otros marcadores
tales como FRLPs, AFLPs y RAPDs (Schlotterer y Tauz, 1992).
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2.3.2.1.1 Tipos de marcadores moleculares

Las técnicas mas conocidas son: RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAS) y AFLP (Amplified
fragment-length polymorphism) y la més reciente es la conocida como microsatélites
(SSR-Simple Sequence Repeats).

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Es usada desde los afios 70, son los primeros marcadores utilizados en
polimorfismos en la secuencia de ADN (Parker et al., 1998), permite distinguir
organismos entre si entre si, mediante el analisis de los patrones que se derivan al
romper el ADN en pequefios fragmentos. Si dos organismos son diferentes, en la
distancia que exista entre dos sitios de ruptura particular. La similitud de los patrones
generada puede ser usada entonces para diferenciar especies e inclusive razas

entre si.

Este método expresa diferencias especificas del ADN que fueron reconocidas por
enzimas de restriccion particulares llamadas endonucleasas cada una de ellas de
origen bacteriano, reconoce y corta solamente una secuencia especifica de bases
nitrogenadas en el ADN, siempre y cuando éstas no estén protegidas (metiladas).
Por consiguiente cualquier ADN que no esté metilado puede ser reconocido y
cortado en fragmentos de longitud definida; y cualquier mutacion dentro de esos
sitios, podria cambiar el patrén del fragmento y permitir que se detecte un RFLP al
comparar dos o mas genomas (Valadez y Kahl, 2000). Presentan polimorfismo bajo-
alto, estabilidad ambiental alta, numero de loci altos, reproductibilidad alta y

aplicacion lenta y cara (Becerra y Paredes, 2000).

18
Martinez Estrada Imelda 2016



CARACTERIZACION MORFOLOGICA' Y MOLECULAR DE 15 COLECTAS DE CHILE MANZANO (Capsicum pubescens R.y P.)
DE LA REGION SUR DEL ESTADO DE MEXICO

RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA)

El andlisis fue descrito por primera vez en 1990 por dos grupos de investigadores
(Williams et al.,, 1990; Welsh y McClelland, 1990). Las reacciones de RAPDs
(polimorfismos de ADN amplificados al azar) son marcadores que amplifican
aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad de especies, se basan en
la probabilidad estadistica de que se presenten sitios complementarios al
oligonucledtido de 10 pares de bases (pb) a lo largo del genoma usando la técnica
llamada PCR (acrénimo del inglés que significa polymerase chain reaction), o
reaccion en cadena de la polimerasa, en la cual a partir de una pequefia cantidad
de ADN se generan multiples copias del mismo. Presenta polimorfismo medio-alto,
estabilidad ambiental alta, nimero de loci alto, reproductibilidad moderada-alta y

rapida y cara (Becerra y Paredes, 2000).

AFLP (Amplifed Fragment-Length Polymorphism)

Combinacién de los principios de los RFLP y PCR, donde una submuestra de
fragmentos producidos por la restriccion del ADN, amplificados selectivamente en
cascada. Los AFLPs usan como partidores oligonucleétidos complementarios a las
secuencias que han sido ligadas a cada extremo del ADN digerido, el polimorfismo
es detectado por la presencia o0 ausencia de fragmentos y son normalmente, al igual
que RAPD, de herencia dominante.

Es una técnica que combina la digestion de dos enzimas de restriccion, Msel que
reconoce y corta 4 pb y EcoRI que reconoce y corta 6 pb dentro de una secuencia,
con la union de secuencias especificas al nucleotido ligado a los extremos de los
fragmentos de restriccion y dos amplificaciones de PCR usando “primers” basados
en las secuencias ligadas. Polimorfismo medio-alto, estabilidad ambiental alta,
numero de loci alto, reproducibilidad alta y aplicacién lenta y cara (Becerra y
Paredes, 2000).
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Microsatélites o Repeticién de Secuencias Simples (SSR-Simple Sequence

Repeats).

Son secuencias de un maximo de 6 pares de bases repetidas varias veces, por
ejemplo: AC (40) veces, AAT (8) veces, AAT (17) veces, que van seguidas de otras
secuencias distintas dentro del genoma en organismos tanto procariotes como
eucariotes. Los microsatélites estan presentes en regiones codificadoras y no
codificadoras de genes, las cuales se caracterizan por tener un alto grado de
polimorfismo (Zane et al., 2002). Muestran altos niveles de polimorfismo y pueden
presentar interrupciones por secuencias no-repetitivas, se encuentran en regiones
promotoras de los genes que ayudan a aumentar la expresion del gen, tienen la
habilidad para enlazar proteinas, lo cual depende del nimero de repeticiones que
tenga el microsatélite. Tienen polimorfismo alto, estabilidad ambiental alta, nUmero
de loci alto, reproductibilidad alta y su aplicacién es lenta y cara (Becerra y Paredes,
2000).

2.3.2.2 Extraccion de ADN

Proceso mediante el cual hay separacion del ADN de un ser vivo de los demas
elementos celulares a través del aislamiento del mismo. Se requiere de rompimiento
de membrana celular con el fin de acceder al nacleo de la célula, al ingresar al
citoplasma también se debe cribar la membrana nuclear para dejar libre el ADN, y
por ultimo es necesario protegerlo de enzimas que puedan degradarlo (ADNsas)

para retirarlo completamente.

2.3.2.2.1 Colecta de los materiales en campo

El ADN es afectado por diversos factores durante la colecta como el transporte y el
mal almacenamiento de los tejidos. Una de las principales amenazas de éste es la
accion de las ADNasas, enzimas que cortan el ADN hasta destruirlo totalmente,
limitando su analisis, las enzimas inician su accion inmediatamente después de la

muerte o en el momento que se corta el tejido y degradan el ADN en pocas horas,
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esto pueden inhibirse por accion de sustancias que blogueen su actividad
enzimatica, con la desecacion inmediata del tejido o por congelacion a temperaturas
muy bajas (menores a -20 grados Celcius) a las cuales la actividad enzimatica se

disminuye permitiendo la conservaciéon del ADN (Palacio, 2013).

2.3.2.2.2 Técnicas para la conservacion del material vegetal:

Deshidratacion de tejido vegetal, se utiliza silica gel, silicato que tiene la propiedad
de absorber humedad y que suele incluir un indicador de azul de cobalto que permite
conocer su capacidad de absorcion (Azul indica que esta en su plena capacidad de
absorcién y en la mediad que absorber agua va cambiando su coloracion pasando
por tonos morados hasta llegar a rosado indicando que esta completamente
hidratada).

El frio es la mejor opcién para conservar los tejidos vegetales. El nitrégeno liquido,
proporciona temperatura de -196°C, pero su costo, es elevado para conseguirlo y
manejarlo lo hace una opcion poco préactica. El hielo seco, esta a -70°C
proporcionando un ambiente de alrededor -20°C, su logistica es un poco complicada
por lo cual se recomienda utilizar silica gel en lugar del hielo seco. Estos métodos
solo inactivan las enzimas de manera temporal y solo hacen mas lento el proceso
(Palacio, 2013).

2.3.2.2.3 Etapas en la extraccién de ADN

Las etapas para extraer ADN constan de una etapa de lisis, la cual consiste en
romper las estructuras que confinan el citoplasma y liberar al medio su contenido y
otra de purificacion, que implica la retirada de la solucion final de la mayoria de
elementos que pueden interferir en la PCR (Newsletter Microbial, 2013). Los pasos
necesarios para una correcta extraccion y purificacion del ADN mediante un

procedimiento quimico son:
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Lisis de las células o virus: Durante el proceso de lisis las interacciones entre las
moléculas que conforman la pared, la membrana celular y nuclear se modifican o
destruyen permitiendo que los acidos nucleicos, se utilizan soluciones basicas,
detergentes como el SDS o agentes caotrdpicos que permiten disolver la membrana
celular, asi como inhibidores para inactivar las enzimas que degradan el ADN
(Alejos et. Al., s. a.). Muchas soluciones de lisis contienen EDTA, que forma un
complejo con los iones de Mg?* e impide el funcionamiento de las ADNasas
(Sambrook et al. 1989). Los componentes celulares no solubles como el material
fibroso y proteinas permanecen en la solucion y se separan del ADN por

centrifugacion.

Degradacién de la fraccién proteica: se degrada con la adicién de una proteasa,
la fraccion proteica puede precipitarse mejor con sales como el acetato de amonio
0 acetato sédico. Se separa el ADN de las proteinas y lipidos mediante solventes

organicos y ciclos de centrifugacion.

Se utiliza la fuerte tendencia hidrofilica de los grupos fosfato para separarlos en
medios acuosos, las proteinas y los lipidos se separan en solventes organicos
(Sambrook et al. 1989). La fase acuosa y organica se separa por centrifugacion lo
que permite aislar al ADN de las proteinas. El fenol, el cloroformo y el alcohol
isoamilico son solventes que se usan frecuentemente (Stulnig y Amberger 1994).
Pero estos reactivos contaminan facilmente el ADN, por lo cual se debe evitar
tenerlos lejos de donde se estéa realizando la extraccidn para evitar la contaminacion

durante el proceso de purificacion.
Purificacion:

e Precipitacién del ADN: como el ADN es insoluble en alcohol se puede
precipitar con etanol o isopropanol frio y recuperar con una centrifugacion, el
alcohol del sobrenadante se llevara las sales afiadidas previamente.

e Lavado del pellet: se realiza con lavados con etanol frio y centrifugaciones.

e Recuperacion: el sedimento se puede resuspender en agua tampén tris

después de ser secado totalmente.
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2.3.2.2.3 Cantidad y calidad del ADN

Después de obtener el material genético, es indispensable determinar el
rendimiento mediante espectrofotometria. La ley de Beer-Lambert indica que “la
concentracion de una molécula en solucion depende de la cantidad de luz absorbida
de las moléculas disueltas”. Una caracteristica del ADN es que absorbe la luz
ultravioleta a 260 nm lo cual permite estimar su concentracion mediante
espectrofotometria, cuando la longitud de la celda en que se disuelve el ADN, es de
1 cm, la absorbancia es igual a la densidad oOptica (DO). En el caso de ADN
gendmico o de doble cadena, una densidad Optica equivale a 50 pg/ml (Leninger
1975).

Se debe considerar el factor de dilucibn para obtener la concentracion en
nanogramos/ microlitro (ng/ul). En algunos equipos como el espectrofotometro
Nanodrop, no es necesario diluir la muestra el equipo proporciona directamente la
concentracion en ng/ul. Para una reaccion de PCR se requieren de 10 a 200 ng se
deben tener al menos, 5 ng/ul de ADN en cada muestra, si se recuperaron 50 pl, el

rendimiento neto de la extraccion seria de 0.25 ug.

Las concentraciones menores dificultan la estandarizacion de la PCR. Para estimar
la pureza del ADN se considera la proporcion de la absorbancia a 260 nm y 280 nm,
una proporcién de 1.8 es aceptada como ADN puro, proporciones menores indican
la presencia de proteinas. Una segunda valoracién de la pureza de acidos nucleicos
es la proporcion 260/230, los valores aceptados se encuentran en el rango de 2.0 a
2.2, si la relacion es menor indican la presencia de contaminantes como

carbohidratos o fenol (Alejos et. Al., s. a.).

2.3.2.2.4 Comprobacion de la calidad de ADN por electroforesis

Es importante conocer si el ADN obtenido estd integro. La integridad del ADN se

puede observar mediante electroforesis en gel de agarosa, si el ADN esté integro,
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se observa una banda estrecha cercana al pozo en que se colocé, cuando el ADN
estd fragmentado dificulta la amplificacion de productos de PCR de alto peso

molecular y afecta la reproducibilidad de las técnicas (Alejos et. Al., s. a.).

La electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida es una metodologia de las
mas utilizadas en laboratorio en trabajos relacionados con acidos nucleicos.
Mediante la electroforesis podemos separar fragmentos de ADN y ARN en funcion
de su tamafio, visualizarlos mediante una sencilla tincion, y de esta forma
determinar el contenido de &cidos nucleicos de una muestra, teniendo una

estimacion de su concentracién (Fierro, s. a.).

La electroforesis en poliacrilamida tiene una mayor limitacion en cuanto al tamafio
de los fragmentos que se pueden separar (5-600 pb), posee un poder de resoluciéon
mucho mayor, permitiendo la separacion de moléculas que difieren en un sélo par
de bases, se corren de forma vertical y tienen la desventaja de ser mas complicados
en su elaboracién y manipulacién. Los geles de agarosa tienen un poder de
resolucibn mucho menor, porque no permiten separar moléculas de ADN que
difieren en tamafio menos de unas 50 pb. El rango de tamafios que pueden
separarse es mucho mayor en un gel de agarosa (moléculas desde 50 pb hasta
unas 40 kb) dependiendo de la concentracion del mismo (0.3-2% p/v); cuanto mas
baja es la concentracion de agarosa mayor es el tamafio de las moléculas que

pueden separarse, y viceversa (Fierro, s. a.).

2.3.3 PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA)

K. Mullis, investigador de la Corporacion Cetus, en 1985, inventé un método para
lograr la multiplicacion in vitro de fragmentos definidos de ADN sin necesidad de
recurrir a los vectores y su replicacion en bacterias. Este método revolucion6 en
corto tiempo el conjunto de técnicas de la biologia molecular, se extendio
rapidamente a miles de laboratorios, no sélo de investigacion basica, también de

diagnéstico clinico.
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La técnica permite multiplicar (amplificar) pequefas cantidades de ADN entre
cientos de miles y millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede tener
desde 50 hasta mas de dos mil nucleétidos de longitud. EI segmento de ADN que
sirve de molde no requiere estar necesariamente en estado puro, sino que puede

ser parte de mezclas complejas.

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta, presenta algunos inconvenientes,
como no ser una técnica cuantitativa y una relativamente alta probabilidad de
obtener falsos positivos por contaminacion. Para disminuir este problema se debe
de optimizar la secuencia de los primers, asi como la temperatura precisa para que
estos se unan al ADN en la localizacidn correcta y realizar una adecuada

manipulacion de los reactivos.
2.3.3.1 Componentes de la PCR

e ADN: muestra de la cual queremos obtener una copia de un fragmento (ADN
gue queremos amplificar), se conoce como ADN molde.

e ADN polimerasa: enzima capaz de generar una copia de ADN a partir del
ADN molde. Esta reaccion de lleva acabo con un tampon apropiado para la
enzima polimerasa. Se afiaden cationes divalentes generalmente en Cloruro
de magnesio como cofactores de la polimerasa.

e Iniciadores de lareaccion: Las enzimas ADN polimerasas Unicamente son
capaces de afiadir nucleotidos al extremo 3’ libre de una doble cadena de
ADN. Son necesarios por tanto moléculas (primers o primers) cortas (entre
10 y 30 bases) de ADN de cadena sencilla.

e Nucledtidos libres: necesarios para que la ADN polimerasa pueda crear una
nueva cadena complementaria a la cadena molde, mediante la adicion de
nucleodtidos al extremo 3” libre del cebador que se ha unido a la cadena. Los
nucledtidos se afiaden en forma de desoxirribonucledsidos trifosfato
(dNTPs). Los cuatro dNTPs sirven para construir las nuevas cadenas de
ADN, las variaciones en su concentracion afectan especificidad y fidelidad.
Concentraciones altas hacen disminuir la actividad de la enzima e incluso

pueden llegar a inhibirla. Usando concentraciones desbalanceadas también
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afecta la fidelidad, siendo las concentraciones utilizadas en la mayoria de los
casos entre 0,2 a 1Mm (Rodriguez y Barrera, 2004). Los dNTPs pueden
captar iones de magnesio (Mg?*) por lo tanto las concentraciones de ambos
deben guardar siempre la misma relacion (Bolivar et. al., 2014).

e Solucion amortiguadora: Se emplea, comunmente, concentrada diez
veces, por lo generalincluye Tris-HCI (pH=8.4 a temperatura ambiente), KClI,
gelatinay MgClz. Se recomiendan el uso de adyuvantes, los cuales aumentan
la especificidad y fidelidad de la reaccion, como el dimetilsulfoxido (DMSO)
afiadido para disminuir la estructura secundaria del ADN (Lantz, et. al., 2000),
detergentes como el tween 20 o el Tritdbn X-100, que ayudan a estabilizar la
enzima, y, finalmente, el polietilenglicol (PEG), el glicerol, la formamida, o la
seroalbumina bovina, entre otros; aunque en ningun caso estos ultimos son
imprescindibles (Rodriguez y Barrera, 2004).

e Magnesio: Tiene una funcién critica en la reaccion, requiriéendose a una
concentracion que oscila regularmente entre 0.5y 2.5 mM. La concentracion
de MgCI2 debe optimizarse para cada ensayo en particular, debido a que
puede tener efecto tanto en la especificidad como en el rendimiento de la
reaccion, las concentraciones insuficientes de Mg*? dan lugar a bajo
rendimiento, mientras que en exceso se obtienen amplificaciones

inespecificas (Sint, et. al., 2012).

2.3.3.2 Etapas para un ciclo de reaccion

e Desnaturalizacion: se realiza mediante un calentamiento a 94°C, la cadena
de doble hélice del ADN logra separarse, es muy importante que el ADN
molde se desnaturalice completamente, si la muestra tiene alto contenido de
guaninas y citosinas es recomendable aumentar el tiempo. El sustrato de la
enzima de la PCR es el ADN de simple cadena que actia como molde para
la sintesis de su nueva cadena complementaria (Rodriguez y Barrera, 2004).

e Alineamiento: EI ADN polimerasas, necesita del grupo OH-" libre en el
extremo 3" del iniciador ya apareado al sitio blanco de la amplificacion, a
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partir de donde iniciar la sintesis. Este punto constituye el sitio de crecimiento
de la cadena complementaria al molde. Mientras que un cebador ( 57) es
complementario a la secuencia del extremo 5” de la regioén del ADN molde a
amplificar, el otro es al extremo 3" de la misma, pero en la cadena opuesta
(Rodriguez y Barrera, 2004).

El alineamiento especifico de ambos primers se produce a una temperatura
determinada por composicion de bases y oscila entre 40 y 72°C. Un aumento
de temperatura favorece la especificidad, ya que disminuye las uniones
incorrectas de los primers con sitios apocrifos del ADN molde (Sint, 2012).

e Extension: Con el ADN molde de cadena sencilla, la polimerasa empieza a
copiar la hebra, incorporando desoxirribonucledsidos monofosfatos en
direccion 5°— 3" excepto en los sitios donde los iniciadores se aparean. Esta
etapa debe hacerse a una temperatura alta, que es la que coincide con la
maxima actividad de la polimerasa (72°C) con lo cual de evitan alineamientos
inespecificos de los iniciadores (Rodriguez y Barrera, 2004). El tiempo de
extension depende del tamafio de la amplificacion, debiendo estimar 1 min.
para alargar 1000 nucleétidos. Comunmente al finalizar todos los ciclos se
realiza un dltimo alargamiento por 5 min. a 72°C, para tener certeza de que
todos los productos de amplificacion estan completamente terminados y
tengan exactamente la misma longitud (Sint, 2012).

.  JUSTIFICACION

De acuerdo a los datos estadisticos, México esta en el tercer lugar mundial en
superficie sembrada de chile, después de China e Indonesia. En México se cultivan
alrededor de unas 1,500 hectareas de chile manzano en campo abierto y 40,000
hectareas en invernadero, en el Estado de México en promedio solo 5.73 hectareas
son para exportacion a los Estados Unidos (SENASICA, 2014). Los rendimientos
en México son de 14.11ton/h en promedio, el precio por kilo es de 14 pesos el mas
bajo y 30 pesos el precio mas alto, con una relacion beneficio costo de 1.5 pesos
de ganancia por 1 peso invertido (SAGARPA, 2013), el chile manzano posee ciertas
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particularidades como su forma y apariencia que lo hacen atractivo para el
consumidor. La falta de conocimiento de la diversidad genética de la especie C.
pubescens que ostentan los productores en sus parcelas limita el conocimiento
sobre la distribucion de diferentes colectas, asi como estudios de caracterizacion
que pueden ser la antesala del inicio de mejoramiento genético de mediano y largo
plazo que genere variedades propias para la region (Latournerie, et. al., 2010), el
desarrollo de nuevas variedades con caracteristicas uniformes podria mejorar las
ganancias econdmicas en la produccion de esta hortaliza. Debido a esto se hace
necesario caracterizar molecularmente la especie de chile manzano como un
complemento a la descripcion morfoldgica para el conocimiento de las diferencias
entre genotipos. Es por ello que el objetivo de la investigacion fue describir la
diversidad morfologica y genética de 15 colectas de chile manzano, cultivadas en la
region sur del Estado de México como una primera estrategia para la identificacion

de variabilidad genética de esta especie.

IV. HIPOTESIS

Si existen diferencias morfologicas entre colectas de chile manzano entonces se
observard variabilidad fenotipica y genotipica, las cuéles pueden permitir

programas de mejoramiento genético.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
e Caracterizar morfolégica y molecularmente 15 colectas de chile manzano

(Capsicum pubescens R. y P.) de la region sur del Estado de México.

5.2 Objetivos especificos
e Caracterizar morfoldgicamente de acuerdo a las guias del IPGRI y SNICS

las colectas de C. pubescens.
e Caracterizar molecularmente a partir de ADN las colectas de C. pubescens

con 19 primers microsatélites.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Ubicacién del experimento

La investigacion se llevo a cabo en Centro Universitario UAEM Tenancingo, la
caracterizacion morfolégica se realiz6 en el invernadero que esta ubicado a 18° 58’
05.53” de latitud norte y 99° 36’ 50.51” de longitud oeste, y a una altitud de 2068
msnm (Figura 1), y la extracciéon de ADN se realizé en el Laboratorio de Biologia

molecular del mismo Centro Universitario.
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Figura 1. Centro Universitario UAEM Tenancingo, Estado de México.

6.2 Material bioldgico

Se utilizaron 15 colectas de chile manzano, de los materiales a utilizar al menos 3
colectas presentan caracteres contrastantes (Cuadro 1), las cuales ya fueron
caracterizadas en el Centro Universitario UAEM Tenancingo y 12 colectas mas que
fueron muestreadas en el mercado Riva Palacio de Tenancingo (Figura 2), la
informacion sobre el lugar de procedencia de las colectas fue la proporcionada por
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las sefioras a las que se les compraron los chiles, el muestreo se realiz6é con sefioras

gue no tienen un local establecido y solo llegan a vender lo que producen en

traspatio en sus casas para las colectas procedentes de Santa Anay Villa Guerrero.

Las colectas de Coatepec Harinas se compraron en los puestos establecidos en el

mercado eligiendo los vendedores que compran los chiles directo con los

productores y saben su procedencia (Cuadro 2, Figura 2).

Cuadro 1. Colectas caracterizadas en el Centro Universitario UAEM Tenancingo

COLECTA PROCEDENCIA ALTITUD

C12 El Zarco, Tenancingo | 2200 msnm
Estado de México.

Cl1 Coatepec Harinas, 2250 msnm
Estado de México

C3 Coatepec Harinas, 2250 msnm
Estado de México

C12= flor blanca entrenudos cortos; C11=flor morada entrenudos cortos; C3= flor morada

entrenudos largos.

Figura 2. Colectas muestreadas en el mercado Riva Palacio, Tenancingo Estado de México.
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Cuadro 2. Localizacién y descripcion de las colectas 12 colectas muestreadas en
el Mercado Riva Palacio, Tenancingo Estado de México

COLECTA LOCALIZACION ALTITUD DESCRIPCION
C1 San Bartolo, Villa Guerrero. 2440 msnm  Fruto rojo tres l6culos
Cc2 Coatepec Harinas 2250 msnm  Fruto rojo dos loculos
C4 Villa Guerrero 1767 msnm  Fruto naranja dos léculos
C5 Santa Ana, Tenancingo 2200 msnm  Fruto naranja tres l6culos
C6 Santa Ana, Tenancingo 2200 msnm  Fruto naranja tres l6culos
C7 Santa Ana Tenancingo 2200 msnm  Fruto naranja tres l6culos
C8 Santa Ana, Tenancingo 2200 msnm  Fruto rojo dos l6culos
C9 Villa Guerrero 1767 msnm  Fruto rojo tres l6culos
C10 Coatepec Harinas 2250 msnm  Fruto naranja tres l6éculos
C13 Coatepec Harinas 2250 msnm  Fruto rojo tres I6culos
Cl4 Santa Ana, Tenancingo 2200 msnm  Fruto naranja tres l6éculos
C15 Villa Guerrero 1767 msnm Fruto naranja tres léculos

6.3 Siembray trasplante de las colectas

La semilla se germind en charolas negras de polietileno de 72 cavidades con Peat
moos Yy zeolita con una relacién 9:1, a razén de una semilla por cavidad y a una
profundidad de 0.5 cm; se colocaron 36 semillas por colecta y dos colectas por
charola. Una vez germinada la semilla, las plantulas de seis hojas verdaderas se
trasplantaron a bolsas de plastico negro de 45 litros de capacidad con sustrato

compuesto de lombrihumus (10%), tezontle cernido.

6.5 Manejo agrondmico

Las plantas se establecieron en condiciones de invernadero tipo cenital con plastico
con 20% de sombra y malla sombra que en conjunto proporcionaron una intensidad
luminica de 600 pmolsm?ss* (30,000 luxes) (Ruiz, 2012). Se establecieron 10
plantas de cada colecta, las cuales fueron dispuestas a una distancia de 1m entre
bolsas a tres bolillo. El arreglo de plantas de las colectas fue completamente al

aleatorizado.

El suministro de agua y fertilizacion fue provisto por sistema de riego por goteo. La
nutricion fue determinada de acurdo a la solucion propuesta por Steiner (1984), el
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pH se bajo a 5.5 con &cido sulfarico 3N (Cuadro 3) y se aplicé en fertirriego con un
volumen de 300 ml dosificados en tres riegos hasta antes de la floracion; y de 500

ml dosificado en tres riegos al dia en desarrollo de fruto.

Cuadro 3. Cantidad de fertilizante utilizado para preparar 10000 litros de solucion nutritiva para
plantas de chile manzano establecidas en bolsa e invernadero, determinadas segun Stainer (1984)

Fuente Cantidad (g)
Nitrato de potasio 990
Nitrato de calcio 3550
Fosfato monoamanico 450
Sulfato de magnesio 1640
Sulfato de potasio 880
Microelementos 2000

6.6 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

La caracterizacion morfologica se realizdé de acuerdo a la guia “Descriptores para
Capsicum spp”, del IPGRI (1995) de la cual se tomaron 69 descriptores (Ver
anexos) y de la guia técnica para la descripcion varietal de chile Capsicum annuum
(SNICS, 2013) de la cual se tomaron 18 descriptores complementarios a la primer
guia (Ver Anexos 3y 4, Cuadro 27 y 28).

6.6.1 Plantula

Para los caracteres cuantitativos como longitud y ancho de la hoja cotiledonea
fueron registrados en (cm) cuando el brote terminal media de 1 a 2mm de ancho en
las tres colectas. En los caracteres cualitativos se tomé como referencia un
esquema para forma de hoja cotiledénea (Anexo 1,Figura 21), para color de
hipocdtilo, pubescencia del hipocoétilo y color de la hoja cotiledonea se utilizaron
escalas de la guia IPGRI (1995), (Ver Anexo 1,Cuadro 28).
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6.6.2 Planta

Los datos se tomaron cuando la planta estaba con un inicio de floracién en por lo
menos el 50% de las plantas evaluadas. Para longitud de tallo y diametro de tallo
se tomo6 como referencia medir antes de la primera bifurcacion, el descriptor altura
de la planta se tomé de plantas maduras identificadas por inicio de floracion y el
ancho fue medido en la parte mas ancha de la planta. Para caracteres como ciclo
de vida, color del tallo, antocianina del nudo, forma del tallo, densidad de
ramificacion, macollamiento, densidad de hojas, color de la hoja y margen de la
lamina foliar se tomaron como referencia escalas (Anexo 4, Cuadro 28), para
pubescencia del tallo, habito de crecimiento de la planta, forma de la hoja y
pubescencia de la hoja se tomaron como referencia esquemas (Anexo 4, Figura 22),
de la guia IPGRI (1995). Para el caracter habito de crecimiento, entrenudos cortos
en la parte superior y ampollado de la superficie de la hoja se tom6 como referencia
escalas (Anexo 4, cuadro 28) de la guia del SNICS (2014).

6.6.3 Flor

Los datos se tomaron en flores abiertas al momento de la antesis durante el primer
flujo de floracion, los dias a floracion son de la siembra hasta que el 50% de la
poblacién presentaba por lo menos una flor abierta. La longitud de la antera y
filamento se midié inmediatamente a la antesis, el nimero de flores por axila, color
de la corola, color de la mancha de la corola, forma de la corola, color de las anteras,
color del filamento, exserciéon del estigma, esterilidad masculina y pigmentacion del
caliz se tomd como referencia escalas (Anexo 4, Cuadro 28) y para posicion de la
flor, margen de caliz y constriccién anular del caliz se tomaron de esquemas (Anexo
4, Figuras 26, 27 y 28 ) de la guia IPGRI (1995).
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6.6.4 Fruto y semilla

Los datos se tomaron en frutos maduros, el periodo de fructificacién inicio cuando
el 50% de las plantas presentaron por lo menos un fruto maduro y se inicié a
contabilizar del 01 de Octubre de 2015 al 8 de diciembre de 2015
(aproximadamente 2 meses), debido a que en estos dos ultimos meses la
produccién ceso por las bajas temperaturas. Para el descriptor prendimiento del
fruto se tomaron los dias que se hace una flor después de abierta en tener un fruto
de por lo menos 1cm de didmetro. Para las mediciones de ancho y largo de fruto,
grosor del pericarpio, longitud de la placenta y grosor del pedunculo, se realizdé un
calibrador vernier. El peso de fruto se tomé con una balanza analitica (Figura 3).
Para los descriptores manchas o rayas antocianinicas, color del fruto en estado
intermedio, color del fruto en estado maduro, cuajado del fruto, tipo de epidermis del
fruto, persistencia en frutos maduros del pedicelo con el fruto y pedicelo con el tallo
y condicion de la mezcla varietal se tom6 como referencia escalas (Anexo 4, Cuadro
28) y para forma del fruto en la union con el pedicelo, cuello en la base del fruto,
forma del apice del fruto, apéndice del fruto, vestigio de la floracion, relacion ancho-
largo del fruto y arrugamiento transversal del fruto con esquemas (Anexo 4, Figuras
30, 31, 32, 33 y 34) de la guia IPGRI (1995). Para los caracteres posicion del
pedunculo, sabor del fruto, brillantez del fruto, profundidad de la depresion
interlocular, posicion del fruto y forma predominante de la seccién longitudinal se
tomd de como referencia escalas, para la forma del fruto se tomaron esquemas de
la guia del SNICS (2014; Anexo 1, cuadro 16, Figura 35).

Para los descriptores de la semilla se tomaron los datos en semillas frescas. Los
datos de tamafio y diametro de la semilla se tomaron con un calibrador vernier, el
peso de 100 semillas se tomo en una bascula analitica, en semillas de frutos recién
colectados. El color de semilla, superficie de la semilla se tomé como referencia
escalas (Anexo 4, Cuadro 28) de la guia del IPGRI (1995).
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Peso de fruto Color de fruto Longitud de fruto

Color y peso de semillas Grosor del pericarpio Longitud de la placenta

Grosor pedtnculo

Figura 3. Medicion de caracteres en fruto de 15 colectas de chile manzano.

35
Martinez Estrada Imelda 2016



CARACTERIZACION MORFOLOGICA' Y MOLECULAR DE 15 COLECTAS DE CHILE MANZANO (Capsicum pubescens R.y P.)
DE LA REGION SUR DEL ESTADO DE MEXICO

6.7 CARACTERIZACION MOLECULAR

La caracterizacion molecular se inicié en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Centro Universitario UAEM Tenancingo. Las muestras del material se tomaron en
el invernadero del mismo Centro Universitario y la extraccion de ADN se realiz6 con

un kit comercial (Analytikiena de BIOMETRA) siguiendo los pasos del mismo.

6.7.2 Colecta del material vegetal.

Las muestras fueron tomadas de hojas jévenes totalmente abiertas y
fotosintéticamente activas colocadas en un pedazo de aluminio debidamente
etiquetado, posteriormente fueron introducidas en un termo con nitrégeno liquido y

transportadas al laboratorio.

Se realizé la maceracion del tejido en morteros con nitrégeno liquido; las muestras
maceradas se colocaron en tubos eppendorf etiquetados con el nimero de colecta

y se guardaron en el ultracongelador de -80°C (Figura 4).

Maceracion del tejido con
Colecta del material biolégico nitrégeno liquido ‘

Almacenamiento de las muestras a -80 °C

Figura 4. Colecta de muestras y molienda con nitrégeno liquido de 15 colectas de chile manzano.
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6.7.3 Extraccién de ADN con Kit comercial Analytikjena de Biometra

1.
2.

Se prepararon las soluciones del kit de acuerdo al manual.

A la muestra homogenizada se le colocaron 400 microlitro de la solucién LS
se paso al vortex y se agrego proteinsa K para cada una de las colectas

Se dejaron incubar en un bafio Maria a 50 ° C por 30 minutos.

Pasados los 30 minutos se extrajo el sobrenadante y se transfirio al filtro
morado con un tubo receptor y se centrifugd a 12000 revoluciones por un
minuto.

Pasado el minuto se retird el filtro morado y se agregaron 200 microlitros de
la solucién SBS, se pipeteo por inversion.

La solucion resultante se pasé a un filtro verde con su tubo receptor y se
centrifugd a 12000 revoluciones por dos minutos.

Pasados los dos minutos se desechd el tuvo receptor y el filtro verde se
coloc6 en un tubo receptor nuevo y se le agregaron 500 microlitros de la
solucion HS, se centrifugd a 12000 revoluciones por un minuto.

Pasado el minuto se desechd de nuevo el tubo receptor y el filtro verde fue
colocado en un receptor nuevo al que le fue agregado 750 microlitros de la
solucién MS, se centrifugo a 12000 revoluciones por un minuto

El filtro verde se colocd en un tubo eppendorf nuevo y etiquetado y se
centrifugo por dos minutos a maxima velocidad para retirar los residuos de

etanol.

10.Se deseché el tubo eppendorf y el filtro fue colocado en uno nuevo, se le

agregaron 200 microlitros de Elution Buffer, se incubaron a temperatura

ambiente por un minuto y se centrifugaron a 8000 revoluciones por un minuto.

11.Pasado el minuto se desechd el filtro verde y el ADN extraido se guardd en

el refrigerador de -20 ° C.

Figura 5. Kit comercial Analytikjena de Biometra
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6.7.3 Evaluacién de ADN con electroforesis

Se evalué la calidad de ADN mediante un corrimiento de ADN en gel de agarosa

al 1.5%, con los siguientes pasos.

6.7.3.1 Preparacién del gel de agarosa

1. Se preparé el gel de Agarosa al 1.5% (3 g de agarosa en 200 ml de Buffer
TBE), se metio al horno durante dos minutos para que se mesclara la agarosa
con el agua hasta que quedo un liquido transparente sin grumos, cuando la
preparacion se tibio se le agregaron 4 microlitros de Gel Red® colorante
inocuo que sirve para la tincion de ADN en electroforesis.

2. Se incorporo el gel liquido al portageles de la camara de electroforesis con
sus lados sellados con masking tape y se removio el peine.

3. Posteriormente se colocé en la cAmara de electroforesis y se le agrego Buffer

TBE hasta cubrir el gel.

Figura 6. Gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE.
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6.7.3.2 Preparacion de la muestra de ADN y electroforesis

1. Se coloc6 un trozo de papel encerado, en el cual se colocaron 2 microlitros
de LOADDAY, 2 de agua destilada estéril y 3 microlitros de ADN, se pipeteo
por inmersion.

2. Posteriormente se cargo en la camara de electroforesis cada muestra en los
pozos del gel (Figura 7).

3. Enel primer pozo se coloco una escalera marcador de ADN de 100pb, la cual
sirvié para estimar la longitud de los fragmento (Figura 7).

4. En los siguientes pozos se colocaron las 15 muestras de ADN.

Se tap6 la camara y se conecto a la fuente de poder la cual se programé a
100 volts por 90 minutos.

Figura 7. Carga de muestras de ADN en gel de agarosa y corrimiento del ADN en la
camara para electroforesis y regulador de voltaje.

6.7.3.3 Visualizacién del ADN en el fotodocumentador de geles

1. Pasado el tiempo la camara de electroforesis se retird el gel y se pasoé al
fotodocumentador de geles.
2. Se encendi6 la computadora, se prendio el transluminador, la cAmaray la luz

UV y en el programa se visualiz6 la imagen y se tomo la fotografia (Figura 8).
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Figura 8. Visualizacién del ADN con fotodocumentador de geles

6.7.3.4 Cuantificacion de ADN

La cuantificacién del ADN fue determinada por espectrofotometria (NanoDrop 100)

calculada a través de la absorbancia a 260 nm (A260) y la pureza se obtuvo
mediante la relacion A260/A280 y A260/A230.

6.7.4 Marcadores moleculares microsatélites

La informacién se obtuvo de los articulos de Sanwen et al. (2001) y de Lee et al.

(2004) que permitié la obtencién de 6 (Cuadro 4) y 13 primers, respectivamente

citados por Media y colaboradores 2006 (Cuadro 5).

Cuadro 4. Secuencias de 6 primers para Capsicum tomados de Sanwen et. al., 2001.

consecutivo marcador Secuencia del cebador Pb T°C
S1 (AT)5 F GCAAAAGTGATGATTCATAAA 21 53.1

R TCACTTTCAAAGATTCTTAACAC 23 53.2

S2 (AT)6 F GTACCTATGGGAATAAGCAAA 21 53.7

R CCAATTTGTCTGAAGTTGAGT 21 54.4

S3 (AGG)5 F GAAGAAGCCAGTAGAGGAGA 20 53.8

R CAGCACCTTGAAGATGTAGAT 21 54.5

S6 (AG)5 F AGTTAACAACTTTGGTGCTGT 21 54.2

R TAATATGGTAAGCACATTCCA 21 534

S7 (AG)6 F TGTTCCTCTCTCTTCTTATCG 21 53.9

R CCGGAGATAAGATCTTGATAA 21 53.7

S8 (ATATA)S F ATAGCTCACATGCCCTATAAA 21 54.3

R AATCTTGAGCAATAATTGGAC 21 53.6

Pb y T°C =informacién suministrada por el fabricante.
—
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consecutivo Secuencia del cebador Pb T°C
Ul F GAA GCC AAA AAT AGG AAC G 19 52.4
R CCCGCTTGAGAT CTTGGAT 19 56.7
U2 F GCA CAT TCA AGC TAG GCG CAG 21 61.8
R GGG TGC ATG ATATTATGT GAG 21 55.9
U3 F CTT AAG GGA CGT GAACAATTG 21 55.9
R CTG TCA CAT ATT CAT GCATC 20 53.2
U4 F CAT CCA AAC CCT AATTCC ATC 21 55.9
R CTTTGG CTC TGA TAC CAAGCT TG 23 60.6
U5 F GAT CTC AGT TCT ATC TAG CGG G 22 60.3
R CAG CCAATC AGTTCAGTTTAG TG 23 58.9
U6 F CAG AAT GAC CGA AT 14 40
R GAT ATACTT TAC CTG AC 17 54,5
U8 F GGCATAGTTTTG CTT GTG AC 20 55.3
R CGAATACATCTATTG TGA CC 20 53.2
U9 F CCCTCT TCAATC CAAATCAACC 22 58.4
R CGT AGT CAGATGTTG AAGTCG C 22 60.3
ul10 F CTTCCG TTC AAACTT GTCTGC 21 57.9
R GGTTTG CAT ACACTTGACCCTC 22 60.3
ull F GGAGCT TCT CTT GAT AGACATC 22 58.4
R CCC AGACCACACTAT GTG 18 56
ul3 F CGG TGAATG GACTGT CATC 19 56.7
R CAC GAT GCT CCT TGG AGT 18 56
ul6 F GCG ATT ACA AAG TAC GAG TAG 21 55.9
R GAATCATGACTT AGA GTT GGC AG 23 58.9
u20 F CATTTT CCT CATGGGTCAC 19 54.5
R GTC GAC CAATTG AGAAGT C 19 54.5

Pb y T°C =informacién suministrada por el fabricante.
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para los 59 caracteres cualitativos se obtuvo la moda (estadistica descriptiva) y para
los 27 cuantitativos se realiz6 un analisis de varianza y comparacion de medias,
ademas de un analisis de taxonomia numérica con un estudio de estados Unicos
para caracteres cualitativos, morfoalelos totales y polimorficos para los 86
descriptores evaluados, los cuales se clasificaron en diferentes categorias:
cualitativas binarias, cualitativas multiestado con orden logico, cualitativas
multiestado sin orden légico, cuantitativas continuas y cuantitativas discontinuas, de
acuerdo con la categorizacién propuesta por Crisci y Lopez (1983). Analisis
multivariados (discriminate y dendograma para los 86 descriptores evaluados y
analisis de componentes principales para los 27 cuantitativos evaluados) con el

programa estadistico Infostat (Di Rienzo et. al., 2016).

42
Martinez Estrada Imelda 2016



CARACTERIZACION MORFOLOGICA' Y MOLECULAR DE 15 COLECTAS DE CHILE MANZANO (Capsicum pubescens R.y P.)
DE LA REGION SUR DEL ESTADO DE MEXICO

VIl. RESULTADOS Y DISCUCION

7.1CARACTERIZACION MORFOLOGICA
7.1.2 Resultados comparacion de medias, analisis de varianzay moda
7.1.2.1 Plantula

Se evaluaron seis caracteres en plantula dos cuantitativos y cuatro cualitativos (ver
anexos 4), en caracteres cuantitativos la colecta cuatro y 14 presentan diferencias
altamente significativas en ancho de hoja cotiledénea siendo la de mayor ancho la
colecta 14 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Comparacion de medias en largo y ancho de hoja cotiledénea en 15 colectas de chile

manzano del sur del Estado de México
Longitud hoja Ancho de hoja

Colecta cotiledénea cotiledénea
1 1 2.55
2 1.05 3.05
3 1 2.7
4 1.05 2.3%*
5 1 2.85
6 1 3.25
7 1 2.85
8 1 3.2
9 1 3
10 1 2.75
11 1 2.75
12 1.05 2.85
13 1.2 3.2
14 1 3.45%*
15 3.05
cv 14.24 16.67
p 0.0012 0.0001

CV= coeficiente de variacién, p= probabilidad Tukey <0.01 y
** valores altamente significativos.

De los caracteres cualitativos evaluados en color de hipocétilo la colecta 12 es la

Gnica que presenta color verde de hipocétilo comparada con las demas que lo
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presentan color morado (Figura 9), en pubescencia de hipocoétilo no presentaron
muchas diferencias el 87% de las colectas presentaron pubescencia intermedia y
solo las colectas 11 y 12 presentaron pubescencia escasa, 13 de las 15 colectas
evaluadas presentan color de hoja verde claro y color las colectas 10 y 14 color
verde, para el caracter forma de la hoja 12 colectas presentaron forma lanceoladada

y las colectas seis, ocho y nueve forma elongada-deltoide (Cuadro 7).

Figura 9. Color de hipocétilo 1) color verde colecta 12 y 2) color morado colecta tres

Cuadro 7. Moda en cuatro caracteres cualitativos en plantula observados en 15 colectas de chile
manzano del sur del Estado de México

Caracter/Colecta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Descripcién
Color del
hipocétilo 3333333333 3 2 3 3 3 2-verdey3-morado

Pubescencia del

hipocétilo 5555555555 3 3 5 5 5 5-intermediay 3-escasa
Color hoja
cotiledonea 1111111112 1 1 1 2 1 1-verdeclaroy?2-verde
Forma hoja 3- lanceolada y 4-
cotiledonea 3333343443 3 3 3 3 3 elongada-deltoide
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7.1.2.2 Planta madura

Se evaluaron 24 caracteres en planta ocho cuantitativos y 16 cualitativos de los
cuales cinco son de la guia del SNICS y estdn marcados con un asterisco y 19 de
la guia del IPGRI. El andlisis de comparacion de media muestra que para longitud
de tallo las colectas 12, 13 y 14 son las que presentan diferencias altamente
significativas siendo la colecta 14 la que presenta la mayor longitud del tallo y la 12
la menor longitud con una diferencia en promedio de 20cm aproximadamente entre
estas. Para diametro del tallo las colecta 12 y 13 presentan diferencias altamente
significativas siendo la 12 la de menor didmetro (Cuadro 8).

En longitud de hoja se encontraron deferencias significativas en las colectas 10y 6,
para ancho de hoja las colectas que tuvieron diferencias altamente significativas
fueron las colectas cinco y siendo la tres la que present6 el mayor ancho de hoja,
para longitud de pedicelo la colecta dos presentd la mayor longitud y la siete la
menor longitud presentando estas dos diferencias altamente significativas (Cuadro
8).

En ancho de la planta las colectas tres y once presentaron diferencias altamente
significativas en comparacion con las demas siendo la once la que presenta el
mayor ancho de planta, para longitud de la planta la colecta 14 presenta el mayor
tamafio lo que coincide con la longitud de tallo siendo esta también la de mayor
tamanfo, la colecta dos presenta el menor tamafio con 30 cm menos en promedio
comparada con la 14. En longitud de brotes primarios las colectas dos y cinco
presentan diferencias altamente significativas comparadas con las demas y la

colecta cinco es la que presenta la mayor longitud en brotes primarios (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Comparacion de medias en ocho caracteres cuantitativos observados en 15 colectas de
chile manzano del sur del Estado de México

colecta L.tallo D.tallo L.hoja A.hoja L.planta A.planta L.B.P.* L. pedicelo*

1 17.4 13.07 16.2 8.2 110.4 71.6 9.4 2.53
2 18.55 13.38 17.2 10.5 105.8** 68.6 4.4%* 3.83**
3 17.8 14.63 17.8 10.61** 121.4 61.9** 5.9 2.21
4 14.4 13.53 16.8 8.96 125.1 90.5 9.5 2.19
5 14.65 12.47 16.4 7.6%* 128.2 79.2 9.9** 3.19
6 10.77**  14.85 18* 9.25 125.8 81.1 6.6 2.83
7 20.4** 13.76 17 9.57 121.4 66.4 6.5 1.96**
8 12.55 13.93 16.7 8.09 112.8 96.2 7.8 2.12
9 17.65 12.63  15.9* 9.95 113.5 83.9 4.6 3.31
10 18.65 14.78 16.6 10.25 113.1 74.8 5.2 2.62
11 12.4 12.17 16 8.65 114.1 96.2** 7.4 2.9
12 12.85 10.79** 16.2 7.78 130.1 89.2 7 2.36
13 18.15 14.93** 16.5 8.44 136.5 80.8 7.6 2.62
14 30.5** 14.09 17.3 9.75 140.9** 72.2 7.9 2.69
15 20.45 13.95 17.1 9.47 118.7 75.4 6.2 2.43
cv 25.16 13.33 8.69 10.33 10.58 18.63 30.57 19.43

p 0.0001  0.001 0.04 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
CV= coeficiente de variacion, p= probabilidad Tukey <0.01, ** valores altamente significativos, *
valores significativos, L= longitud, D= diametro, A= ancho y L. B. P.= longitud en brotes primarios.

Las colectas de chile manzano presentan ciclo de vida perenne, forma cilindrica del
tallo, crecimiento dicotomico del tallo, ampollado medio de la hoja, presencia de
entrenudos acortados en la parte superior y margen de la lamina foliar entera, para
los caracteres antocianina del nudo y color del tallo la colecta 12 es la Unica que

presenta color verde y las demas morado o verde con rayas purpura (Cuadro 9).

El color de hoja se tomé con la tabla de colores (The royal horticultural Society,
Green Group), de las cuales se tomaron 3 escalas (Cuadro 8), el 46.6% de las
colectas entro en la categoria 1 (137A), el 26.6% en la categoria 2 (137B) y el 26.6%
en la 3 (137C), los colores se muestran en la figura 10, todas entran en un mismo

grupo pero con diferentes tonalidades.
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Figura 10. Tabla de color con las que se tomo el color de hoja.

En pubescencia del tallo el 60% de las colectas presentan pubescencia intermedia
y el 40% densa, para el caracter habito de crecimiento las colectas 11 y 12
presentan habito intermedio de crecimiento y las demas erectos, Solanki y
colaboradores (1986), mencionan que al ser compacta o erecta la planta tendra
mayor numero de ramas principales y que correlaciona positivamente con el
rendimiento. Para los caracteres densidad de ramificacion y macollamiento la
colecta ocho es la Unica lo que presenta denso. En densidad de hojas el 80% de las
colectas presentan densidad intermedia de hojas y el 20% denso siendo estas las
colectas ocho, 11 y 12. La colecta 13 presenta forma de hoja deltoide y para
pubescencia de la hoja solo en la colecta 12 es escasa diferenciandola de las demas
(Cuadro 9), Smith y Heiser (1957), mencionan que para Capsicum, hay mayor
cantidad de plantas con hojas de pubescencia escasa, pero si se le suman las

intermedias y las densas la proporcién es igual.
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Cuadro 9. Moda en 16 caracteres cualitativos en planta observados en 15 colectas de chile

manzano del sur del Estado de México

Descriptor /Colecta 1 23 456 7 8 95 10 11 12 13 14 15 Descripcion
color de hoja 132321111 3 1 3 2 1 2 1-137A,2-137BY 3-137C (GREEN GROUP)
ciclo de vida 333333333 3 3 3 3 3 3 perene
antocianina nudo 555555555 5 5 1 5 5 5 1-verde y 5-morado

1- verde, 2- verde con rayas purpuray 3-
color tallo 233 222323 2 2 1 3 3 3 morado
forma del tallo 111111111 1 1 1 1 1 1 cilindrico
pubescencia del tallo 57 7 57 7557 5 5 5 7 5 5 5- intermedia y 7-densa
habito de crecimiento 777 7777 77 75 5 7 7 7 5- intermediay 7-erecta
densidad de ramificacion 5 3 3 5 5 5 5 7 5 3 5 5 5 3 3 3-escasa, 5-intermedia y 7-densa
mocollamiento 3335565373 3 5 5 3 3 3 3-escasa, 5-intermedia y 7-densa
densidad de hojas 555555575 5 7 7 5 5 5 3-escasa, 5-intermedia y 7-densa
forma de la hoja 222 322332 2 3 3 1 2 2 1-deltoide, 2 oval y 3-lanceolada
margen la ldmina foliar 111111111 1 1 1 1 1 1 entera
pubescencia de la hoja 577 757557 5 5 3 7 7 5 3-escasa, 5-intermedia y 7-densa
habito de crecimiento™® 222 2222 22 2 2 2 2 2 2 dicotomica
ampollado de la hoja* 555555555 5 5§ 5 5 5 5 medio
entrenudos acortados* 999 9999 99 9 9 9 9 9 9 presente

7.1.2.3 Flor

En flor se evaluaron 16 caracteres de la guia IPGRI (1995), de los cuales cuatro son

cuantitativos y 12 cualitativos. En longitud de la corola las colectas uno y 8 presentan

diferencias altamente significativas siendo la colecta dos la de mayor longitud y la

ocho la que presenta la menor longitud seguida de la colecta 12 (Cuadro 10).

En longitud de antera y longitud de filamento no hubo diferencias significativas; para

dias a floracién después de siembral5 presenta el menor nimero de dias a floracién

(132) y las colectas siete y ocho las que tardaron mas en iniciar su floracion (146)

(Cuadro 10).
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Cuadro 10. Comparacién de medias en cuatro caracteres cuantitativos de flor observados en 15
colectas de chile manzano del sur del Estado de México
Longitud Longitud Longitud Dias a

COLECTA corola antera filamento floracién
1 1.88** 0.22 0.43 140
2 1.62 0.21 0.42 143
3 1.44 0.21 0.46 141
4 1.32 0.22 0.43 140
5 1.49 0.24 0.46 141
6 1.33 0.22 0.44 143
7 1.35 0.22 0.42 146**
8 1.18** 0.22 0.42 146**
9 1.45 0.22 0.42 141
10 1.33 0.2 0.41 136
11 1.28 0.22 0.42 140
12 1.23 0.2 0.4 139
13 1.38 0.23 0.43 139
14 1.4 0.23 0.45 144
15 1.39 0.21 0.42 132**
cv 24.34 16.6 10.59 4
p 0.0001 0.03 0.009 0.0001

CV= coeficiente de variacion, p= probabilidad Tukey <0.01, ** valores altamente significativos.

Las colectas de chile manzano presentan posicién de flor erecta, mancha de la
corola blanca, forma redonda de la corola, esterilidad masculina y pigmentacion del
caliz ausentes, presencia de constriccion anular del caliz y en promedio una flor por
axila en promedio (Cuadro 11), la caracteristica flores por axila, es una de las
variables mas importantes para diferenciar morfotipos, donde la condicién de la flor
solitaria es de herencia simple y dominante, por lo cual se puede utilizar como una

caracteristica discriminante (Andrews, 1995).

El color de la corola para la mayoria de las colectas es morado con la base blanca
y solo la colecta 12 presenta color blanco de corola lo que la diferencia de las demas
y es en flor en donde se notan la mayoria de lo que diferencia esta colecta de las
demas ya que es la Gnica que presenta color de anteras amarillo y color de filamento
blanco comparandola con las otras colectas que el color de anteras y filamento son

de color morado (Figura 11).
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Figura 11. Color de la corola de 15 colectas de chile manzano

Para el caracter exsercion del estigma, el 53% de las colectas present6 el estigma
excerto, caracteristica que favorece la polinizacion cruzada que ocurre en flores
cuyos estigmas son mas altos que el nivel de los estambres (IPGRI, 1983), el 27%
de las colectas lo presenta al nivel y el 10% inserto donde estan las colectas dos y
12, sin embargo las colectas que presentan tanto inserto como excerto el estigma
es relativamente muy poco lo que sobresale de las anteras aproximadamente 1 o
2mm arriba o debajo de las anteras lo que sigue favoreciendo la autopolinizacion en
esta especie (Cuadro 11), comparada con Capsicum annuum como la flor de chile
huacle que esta muy por encima el estima de las anteras y se favorece la

polinizacion cruzada que su estigma (Figura 12).

Figura 12. Estigma excerto de la flor de chile huacle (Capsicum annumm L.), foto del articulo (Lépez
y Pérez 2015)
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Cuadro 11. Moda en 12 caracteres cualitativos de flor observados en 15 colectas de chile manzano
del sur del Estado de México

Descriptor/Colecta 1 2345678910 11 12 13 14 15 Descripcion

posicion dela flor T 7T 7T7TT7T7TT7T7T77 7T 7 7 7 7 erecta

colordela corola 5 555555555 5 1 5 5 5 1-blancoy 5- moradobase blanca
mancha dela corola T 111111111 1 1 1 1 1 blanca

formade la corola T 111111111 1 1 1 1 1 redonda

color de las anteras 5 555555555 5 2 5 5 5 2-amarilloy5-morado

color del filamento 6 666666666 6 1 6 6 6 1-blancoy6-morado
exsercién del estigma 7T 377775755 7 7 3 7 5 3-inserto,5-al nivel y 7-excerto
esterilidad masculina 0 00O0OD0DO0OOO0O0 O O O O O oausente

pigmentacion del caliz 0 000000000 O O O O O ausente

margen del céliz 7 777777777 7 7T 7 7 7 dentado

constriccién anulardelcaliz 1 1 11111111 1 1 1 1 1 presente
nimerodefloresporaxila 1 111111111 1 1 1 1 1 una

7.1.2.4 Fruto

Se evaluaron 34 caracteres de fruto de los cuales 13 son de la guia del SNICS
(2014) de estos 12 son cualitativos y uno cuantitativo los cuales estan marcados
con un asterisco y de la guia del IPGRI (1995) se evaluaron 21 caracteres ocho

cuantitativos y trece cualitativos. Se evaluaron 20 frutos de cada colecta.

La colecta que presenté mayor dias en tener frutos maduros fue la colecta 15 con
166 dias después de la siembra (dds) en promedio y la que tuvo frutos maduros en
menos tiempo fue la colecta cuatro con 155 dds, la colecta con mayor periodo de
fructificacion durante el periodo evaluado del 01 de octubre de 2015 al 08 de
diciembre del mismo afio fue la colecta 12 con 69 dias en promedio y la que menor
periodo tubo fue la 3 ya que fue una de las que mas tardaron en fructificar (Cuadro
12).

Para el peso del fruto la colecta que presenté el mayor peso en promedio fue la
colecta 10 y la colecta de menor peso de fruto es las 12, ambas con valores
altamente significativos, para el caracter ancho de fruto la colecta 10 presenta el
mayor ancho de fruto, éste caracter morfolégico es de alta capacidad heredable por

lo gue se recomienda la seleccion de materiales tomando en cuenta el diametro del
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fruto (Achal, et. al., 1986), la colecta 12 es la de menor ancho y largo de fruto y
placenta, la colecta 11 presenta la mayor longitud de fruto, este descriptor es una
de las caracteristicas que mas influye en el rendimiento (Achal, et. al., 1986). Garcia
(2006), reportdé que los caracteres como peso, ancho y longitud del fruto son
variables que contribuyen para discriminar la variabilidad encontrada entre y dentro

de las especies de Capsicum.

La mayor longitud de placenta lo presenta la colecta 11, grosor del pericarpio la
colecta uno presenta 5mm de grosor comparadas con las otras que solo presentan
4 mm en promedio, la colecta siete presenta mayor longitud de pedicelo, la colecta
11 presenta el menor tamafio de pedicelo y mayor grosor del pedicelo seguida de

la colecta uno (Cuadro 12).

Cuadro 12. Comparacién de medias en nueve caracteres cuantitativos de fruto observados en 15
colectas de chile manzano del sur del Estado de México

Dias a Periodo de Pesodel Longitud Anchode Longitud Longitud Grosor Grosor
Colecta fructificacién fructificacion  fruto fruto fruto placenta pedicelo pedicelo*  pericarpio
1 162 69 56 53 56 25 4 3 5**
2 160 62 51 52 56 23 4 2 4
3 161 3g** 66 50 60 23 4 2 4
4 155** 63 48 52 53 23 4 2 4
5 162 51 52 56 53 23 4 2 4
6 160 65 54 53 58 24 4 2 4
7 158 46 57 58 56 24 5* 2 4
8 157 64 44 45 53 22 4 2 4
9 161 50 56 55 59 22 4 2 4
10 164 68 64+ 54 61** 23 4 2 4
11 162 68 35 58** 43 27+ 3* 3 4
12 163 69** 30 43 43 20** 4 2 4
13 162 48 48 55 52 23 4 2 4
14 159 55 56 52 53 24 4 2 4
15 166** 46 54 55 53 23 4 2 4
cv 5.59 17.75 23.91 13.3 11.47 14.59 14.41 17.49 16.22
p 0.01 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.001

CV= coeficiente de variacion, p= probabilidad Tukey <0.01, ** valores altamente significativos y *
valores significativos.

Las colectas de chile manzano presentan forma cordada del fruto en unién con el
pedicelo, no presentan cuello en la base del fruto, presentan apice del fruto hundido,
epidermis del fruto liso, mezcla varietal leve, el color del fruto en estado intermedio

verde claro, posicion de fruto pendiente, intensidad del color del fruto y brillantez
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media, cavidad peduncular poco profunda, contenido de capsaicina en la placenta,
posicion de la placenta compacta,el pedicelo con el fruto es persistente y sabor del
fruto pungente, es una caracteristica de C. pubescens; estudios similares obtenidos
por Gonzélez (1985) (Cuadro 13).

El arrugamiento transversal del fruto es leve en las colectas cuatro, cinco, seis, once
y doce a diferencia de las otras que el arrugamiento es intermedio, la persistencia
del pedicelo con el tallo solo para la colecta 11 es intermedio, para el cuajado del
fruto las colectas tres, cinco, siete y nueve fueron las que presentaron bajo cuajado
de fruto, en nimero de l6culos las colectas dos, cinco, ocho, diez, once y doce las
gue presentan en promedio dos I6culos por fruto, siendo la colecta 11 la Gnica que

presenta 2 l6culos en todos sus frutos (Cuadro 13).

El color de fruto se midié basado en las tablas de colores (The royal horticultural
society), las colectas uno, dos, ocho, nueve y trece entraron en el Red Group, con
diferentes tonalidades, la colecta 7 esta dentro del Orange group y todas las demas
se ubicaron en el grupo Yellow-Orange con diferentes tonalidades (Cuadro 13,
Figura 13).

Figura 13. Medicién de color en fruto utilizando tablas de colores

En la forma del fruto el 40% de las colectas presentan forma rectangular de acuerdo
a los esquemas de la guia del SNICS, y el 60% presenta forma cuadrada, la relacién
ancho largo del fruto para las colectas cinco, once y trece es mediana y las otras
presentan una relacion pequefia, la forma predominante de la seccion transversal
para el 60% de las colectas es angular, la profundidad de la depresién interlocular
se presenta en sus tres formas en las colectas solo para la colectas 11y 12 es poco

profunda en todos sus frutos (Cuadro 13, Figura 14).

—
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Figura 14. Profundidad de la cavidad peduncular, A) poco profunda, B) mediana y C) profunda.

Cuadro 13. Moda en 25 caracteres cualitativos de fruto observados en 15 colectas de chile manzano

del sur del Estado de México

Descriptor/Colecta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Descripcion
formadel fruto en unién con el pedicelo 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 cordado
cuelloen la base del fruto 0 0 00 0 0 0 0 o] 0 0 0 0 0 o] ausente
forma del apice del fruto 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 hundido
apéndice del fruto vestigio de la floracion 0 0 00 0 0 0 0 o] 0 0 0 0 0 o] ausente
arrugamiento transversal 5 5 5 3 3 3 5 5 5 5 3 3 5 5 5 3- leve y 5- intermedio
tipo de epidermis 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 lisa
condicion de la mezcla varietal 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 leve
persistencia pedicelo contallo 7 7 77 7 7 7 7 7 7 5 7 7 7 7 5- intermedia y 7-persistente
persistencia pedicelo confruto 7 7 77 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 persistente
cuajado del fruto 5 5 3 5 3 5 3 5 3 5 7 7 5 5 5 3-bajo, 5-intermedio y 7-alto
colorfruto estado intermedio 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 verde claro
numero de loculos 3 2 3 3 2 3 3 2 3 2 2 2 3 3 3 dosy tres

45A 4BAY 44A Rojos, 21A, 23A-B 25D, 21D
color de fruto 45A  45A 21A 23B 23A 23A 25D 4B6A 44A 23A 17A 21A 42A 21D 23A Y 17A amarillos y naranjas
forma del fruto* 4 4 4 5 4 4 4 5 5 4 5 4 5 4 5 4- cuadrado y 5- rectangular
posicion del fruto* 7 7 77 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 pendiente
relacion ancholargo de fruto* 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 3 2 3 2 2 2- pequefiay 3- mediana
forma predominante de la seccioén transversal* 1 1 2 1 1 1 1 1 2 2 1 1 2 2 2 1-eliptica y 2 angular
intensidad color fruto maduro* 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 medio
brillantez del fruto* 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 media
profundidad cavidad peduncular* 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 poco prefunda
cavidad peduncular* 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 presente
profundidad dela depresién interlocular* 5 7 7 3 3 5 7 5 7 5 3 3 3 7 5  3-pocoprofundas, 5- mediay 7-profundas
sabor* 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 pungente
contenido de capsaicina enla placenta* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 presente
posicién dela placenta* 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 compacta
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7.1.2.5 Semilla

Se evaluaron 6 caracteres en semilla de la guia IPGRI (1995), de los cuales cuatro
son cuantitativos y 2 cualitativos. Para el caracter longitud de la semilla la colecta
gue presento6 el mayor largo fue la siete y la de menor longitud la doce, en ancho de
semilla la colecta con semillas mas anchas fue la cuatro y el menor ancho lo obtuvo
la colecta dos. EI mayor nimero de semillas por fruto lo tuvo la colecta nueve con
77 semillas en promedio y el menor numero de semillas la colecta ocho en este
caracter no hubo diferencias significativas entre las colectas, para peso de 100
semillas la colecta uno presentd en promedio 2.45 g en peso fresco siendo esta la

gue mayor peso obtuvo (Cuadro 14).

Cuadro 14. Comparacién de medias en cuatro caracteres cuantitativos de semilla observados en 15
colectas de chile manzano del sur del Estado de México

Longitud Anchode Numero semillas Peso 100

colecta semilla semilla por fruto semillas

1 5.63 4.84 71.35 2.45%

2 4.84 4 3** 73.3 2.12

3 5.44 4,51 72.3 2.36

4 5.77 5.32** 66.3 2.34

5 5.68 4.9 73.2 2.12

6 5.59 5.03 80.8 2.18

7 5.91** 4.95 75.95 2.22

8 5.52 4.84 62.25 2.24

9 5.51 5.04 77.55 2.1

10 5.28 4.67 82.6 2.12

11 5.88 4,57 69.05 2.23

12 4.76** 4.45 62.5 1.99*

13 5.24 4.89 68.05 2.03

14 5.34 4.6 71.65 2.16

15 5.42 4.61 71.45 2.04

cv 10.9 10.35 28.19 14.43

p 0.0001 0.0001 0.04 0.0001

CV= coeficiente de variacidn, p= probabilidad Tukey <0.01, * valores significativos y ** valores
altamente significativos.

En los caracteres cualitativos todas las colectas presentaron superficie de semillas

aspera, el color de la semilla para las colectas uno, dos y doce fue café claro en
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color de semilla fresco, la colecta doce es la Unica que conserva su color café claro
aun estando la semilla en seco, las demas cambian su color a café oscuro, las otras
colectas presentaron colores de semilla de café a café oscuro y muy oscuro (Cuadro
15, Figura 15).

Cuadro 15. Moda en dos caracteres cualitativos de semilla observados en 15 colectas de chile
manzano del sur del Estado de México

Descriptor/ Colecta 123456789 10 11 12 13 14 15 Descripcion

1-café claro, 2- café, 3-café oscuro
color de la semilla 113323232 2 3 1 2 2 3 y 4-café muy oscuro
superficiedelasemilla 222222222 2 2 2 2 2 2 aspera

Figura 15. Color de semilla. A) Café claro, B) Café y C) Café oscuro

7.1.3 Resultados taxonomia numérica

Se encontraron 29 estados polimérficos de los 59 caracteres cualitativos evaluados
en las colectas de chile manzano, equivalentes al 49%. Se contabilizaron 209
variantes morfoalélicos que en promedio constituyen cuatro morfoalélos por
caracter. El numero de morfoalélos en las tres colectas fue de 81, el cual constituyd
el 40% del total registrado para el género Capsicum de acuerdo a las guias de
caracterizacion de IPGR y del SNICS. La mayor proporcion de morfoalélos por
caracter correspondi6 al estado de planta con mas del 50%, en tanto que el menor

fue para fruto con el 34% (Cuadro 16).
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Cuadro 16. Taxonomia numérica para caracteres de plantula, planta, flor y fruto en 15 colectas de
chile manzano.

Guias Capsicum C. pubescens evaluado
Estructura DTR MAT MAT/DTR  P/NP MAP MAP/MAT (%)
Plantula 4 18 5 4/0 8 44
Planta 16 50 3 10/6 32 64
Flor 12 45 3 4/8 17 38
Fruto 27 96 4 11/16 41 43
Total 59 209 15 29/30 98 47

CRS= Caracteres; MAT= morfoalelos totales; P= Polimérficos; NP= No polimorficos; MAP:
Morfoalelos en colectas C. Pubescens.

Cuadro 17. Descriptores que presentan polimorfismo en las colectas de chile manzano.

Variable Moda Estafios e Variable Moda Estaflos SEELEE
descriptor encontrados descriptor encontrados
1 Color del hipocétilo Morado 3 2 16 color de las anteras morado 5 2
2 Pubescenciadel hipocétilo intermedia 3 2 17 color filamento morado 6 2
3 Color hoja cotiledonea Verde ] 2 18 excercion dtel TSt'gma | excerto 3 3
. . . arrugamiento transversa . .
4 Forma de hoja cotileddnea Lanceolada 4 2 19 del f?uto intermedio 3 2
5 colorhoja vede 7 3 persistencia pedicelo con
. 20 ersistente 3 2
6 antocianina del nudo morado 4 2 tallo P
persistencia pedicelo con .
7 colortallo raV:;deuCrOSra 3 3 21 Clhuto persistente 3 2
. .y P p. 22 numero de léculos tres 3 2
8 pubescenciadel tallo intermedia 2 3 23 cuajado del fruto intermedio 3 3
9 habito de crecimiento erecto 3 2 24 color fruto estado maduro naranja 6 2
10 densidad de ramificacién  intermedia 3 3 25 forma del fruto intermedio 9 2
11 macollamiento escaso 3 2 56 elacionancho largo del pequefia 5 2
12 densidad de hojas intermedio 3 2 :;”r:_‘n’a redominante de Ia
13 forma de la hoja oval 3 3 27 Secci;‘ longitudinal oval 3 2
14 pubescenciade la hoja intermedia 3 3 profundidad de depresién .
28 . media
15 color de la corola morado 8 2 interlocular
29 color de la semilla café oscuro 4 3

Se encontraron siete estados Unicos en las colectas de chile manzano de los cuales

cuatro (57%) se encontraron en la colecta 12 en flor y plantula, dos (29%) se

encontraron en la colecta 11 en fruto y uno en la colecta ocho (14%) con

macollamiento denso (Cuadro 18). Los estados unicos son de prioridad para la

conservacion debido a que estos pueden corresponder a atributos con valor
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potencial (Pérez, et. al., 2004), el color verde en el hipocotilo de la colecta 12 lo
hace un caracter discriminate para poder identificar la colecta desde plantula ya que
es la Unica que presento color verde comparada con las demas que lo presentaron

color morado.

Cuadro 18. Estados Unicos encontrados en 15 colectas de chile manzano.

. Estados Estados Estados  Accesi6

Variable Moda . o

descriptor encontrados unicos n
Color del hipocatilo Morado 3 2 blanco 12
Macollamiento escaso 3 2 denso 8
Color de la corola morado 8 2 blanco 12
Color de las anteras morado 5 2 amarillo 12
Color filamento morado 6 2 blanco 12
Persistencia pedicelo
con tallo persistente 3 2 medio 11
NUmero de l6culos tres 3 2 2 11

Figura 16. Densidad de Macollamiento, A) Macollamiento escaso colecta 15 y B) macollamiento
denso colecta ocho.
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7.1.4. Resultado analisis multivariado

Se realizé un andlisis de agrupacion con datos estandarizados, en 86 descriptores
morfologicos en las 15 colectas de chile manzano, en la figura 17 se muestran
cuatro grupos el primero formado por la colecta 11 en forma separada al igual que
el segundo grupo con la colecta 12 con el color de corola blanca, color amarillo de
anteras y filamento blanca como como altamente discriminantes en esta colecta, el
tercer grupo formado por ocho colectas comerciales con frutos de color naranja y
frutos de tamafio y peso mayores que la colecta 11, 12, el cuarto grupo formado por

las cinco colectas con fruto de color rojo como caracter altamente discriminante.

31871 Antocianina nudo

18.114

Eje Canénico 2

9.424 Color fruto

1378 -1.89 10.01 2190 3379
Eje Candnico 1

Figura 17. Andlisis discriminante en 15 colectas de chile manzano. Verde= colectas
contrastantes, Naranja= colectas comerciales y Rojo= colectas con fruto rojo.

El coeficiente cofenético (0.945) indicoé un alto grado de correspondencia entre la
matriz de similitud y el dendograma obtenido como medida de dispersion. Se obtuvo
el analisis a 5 conglomerados, el primero esta conformado por la colecta 12, el
segundo colecta 11, el tercer conglomerado por cuatro 3 colectas comerciales de
frutos naranjas y una de color de fruto rojo, el cuarto conglomerado esta conformado

por ocho colectas sin embrago la colecta 13, nueve y dos las separa estas tienen
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fruto de color rojo y el quinto conglomerado esta conformado por la colecta uno que
es de fruto rojo (Figura 18).

En el dendograma de agrupamiento con corte arbitrario a 0.91 se conformaron dos
grupos principales. En el primero, la colecta 12 se agrup6 individualmente. El
segundo grupo, se subdividié en dos, uno ellos solo incluy6é a la colecta 11, la
segunda colecta con mas estados Unicos. La separacion de la colecta 12 y colecta
11, sugieren un mayor distanciamiento genético de estas con respecto al resto de
las colectas y representan un reservorio de genes. El otro subgrupo incluyé al resto
de las colectas que en sus dos extremos y al centro se posicionaron las colectas de
fruto rojo. Los caracteres de separacion entre las colectas de fruto rojo fueron el
macollamiento denso para la colecta ocho y la forma alargada del fruto para las
colectas uno, dos y nueve. La colecta 13 que se ubicé al centro del grupo presenté

caracteres similares al resto de las colectas (Figura 18).

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea promedio)

12
11

== N 0 W o~

r T T T 1
0.64 0.9z 1.21 1.48 1.78

|. Conglomerado(1) . Conglomerado(2) . Conglomerado(3) . Conglomerado(4) . Conglomerado:5}|

Figura 18. Dendograma, formacion de cinco conglomerados con distancia euclidea promedio de
15 colectas de chile manzano del sur del Estado de México.
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Las colectas 11 y 12 en la matriz de distancias euclidea al igual que en el
dendograma mostraron un distanciamiento mayor con respecto a las demas
colectas evaluadas (Figura 18, cuadro 19.).

Cuadro 19. Matriz de distancias euclidea promedio de 15 colectas de chile manzano

colecta

2

3

4

5

6

7

]

9

10

11

12

13

14

15

1
1 0
A

2 1.1
3 147
4 1.05
5 1.05
6 1.09
7 1.08
8 1.27
9 1147
10 1.13
1 1.45
12 1.86
13 1.28
14 1.21
15 117

0
0.91
1.14
113
0.96
093

1.2
0.81
0.88
152
179
0.95
0.98

08

1.04
1.07
0.89
0.79
1.27
0.91
0.88
1.83
1.83
1.04
08
0.82

0.72
0.8
0.89
0.84
1.05
0.94
1.08
1.56
0.93
1.08
091

0.79
0.91
1.02
1.01
1.04
117
162
0.93

0.96

0.84
097
0.94
0.89
1.26
175
097
0.94
0.94

1.06
0.83
0.91
1.39
1.82
0.98
0.82
0.81

11

12

1.26
157
111
123
114

09
1.52
19
0.91
0.98
0.83

0
1.38

1.01
0.92
0.71

16
144
1.54
1.35

0
1.75
1.83
1.66

0
0.94
0.79

0
0.89

0

COMPONENTES PRINCIPALES

Se realizé6 un andlisis de componentes principales, los primeros cuatro CP

explicaron el 65% de la variabilidad acumulada (Cuadro 20), el CP1 las variables

con mayor contribucion en este componente son: longitud y diametro del tallo,

longitud y ancho de hoja, peso y ancho de fruto, longitud de pedicelo, grosor del

pericarpio y niumero de semillas por fruto (Cuadro 21). En estudios realizados por

Cerdn y colaboradores (2012), reportan datos similares en el primer componente

donde las variables que méas aportaron fueron las relacionadas con fruto (peso,

ancho y grosor del pericarpio) en estudios de caracterizacion morfologica en

Capsicum spp, al igual que Hernandez y colaboradores (1999) reportan que las

variables de fruto son la que mayor variacion aportan en los componentes

principales.
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7.009

CP 2 (17.0%)

CP 1 (25.8%)

Figura 19. Primeros dos componentes principales con datos estandarizados de 27 caracteres
cuantitativos en 15 colectas de chile manzano.

En el CP2 las variables con mayor contribucion fueron; ancho de planta, longitud en
brotes primarios, longitud de corola, periodo de fructificacion, longitud de placenta,
grosor del pericarpio, largo y ancho de semilla y peso de 100 semillas, para el
caracter ancho de la planta, para el CP3 las variables con mayor contribucion fueron
longitud de la planta y de antera, Cerdn y colaboradores (2012) mencionan datos
similares en etas variables. Las variables que méas aportaron en el CP4 fueron:
ancho de hoja cotiledonea, longitud de pedicelo, dias a fructificacion y longitud de
fruto (Cuadro 21). Estos datos permiten ver que la variabilidad esta dada por
caracteristicas de fruto en primer lugar seguid de estructuras de planta y flor,

resultados similares mencionados por Pardey, y colaboradores (2006).

Cuadro 20. Analisis de componentes principales (ACP) para 27 variables cuantitativas de las
colectas de chile manzano.

NUmero Valor Porcentaje Porcentaje acumulado
1 6.96 0.26 0.26
2 4.6 0.17 0.43
3 3.54 0.13 0.56
4 2.52 0.09 0.65
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Cuadro 21. Contribucion de las variables cuantitativas en los cuatro primeros componentes
principales (CP) de las 15 colectas de chile manzano.

Variables CP1 CP2 CP3 CP 4
ancho de hoja cotiled6nea -0.27 -0.28 0.29 0.38
largo hoja cotiled6nea 0.18 -0.48 0.35 0.14
longitud del tallo 0.57 -0.23 0.18 0.25
diametro del tallo 0.67 -0.03 0.26 -0.03
longitud hoja 0.58 -0.19 0.29 -0.27
ancho hoja 0.76 -0.31 -0.32 -0.05
longitud planta -0.08 -0.21 0.78 0.35
ancho planta -0.87 0.17 0.12 0.08
longitud brote primario -04 0.62 0.51 0.02
longitud pedicelo 0.09 -0.04 -0.4 0.4
longitud corola 0.39 0.41 -0.35 0.09
longitud anteras -0.02 0.49 0.64 0.45
longitud filamento 0.48 0.34 0.52 0.05
dias a floracion 0.09 0.11 0.47 -0.55
periodo de fructificacion -0.57 0.2 -0.42 -0.28
dias a fructificacion -0.13 -0.04 -0.43 0.59
peso del fruto 0.95 0.11 -0.06 0.01
largo de fruto 0.36 0.51 -0.12 0.67
ancho de fruto 0.91 0.02 -0.06 -0.17
longitud placenta 0.11 0.70 -0.12 0.31
longitud pedunculo 0.72 -0.44 0.28 0.08
grosor pericarpio 0.73 0.3 -0.04 -0.2
grosor pedunculo 0.04 0.78 -0.42 -0.02
longitud de la semilla 0.14 0.80 0.24 0.01
ancho de la semilla 0.04 0.51 0.39 0.01
nimero de semillas por fruto 0.71 0.11 -0.33 0.27
peso 100 semillas 0.22 0.71 -0.01 -0.55

Correlacién cofenética= 0.949, variables subrayadas aportan mayor contribucién a cada
componente.

Algunas de las correlaciones mas altas se presentaron entre las variables que
componen al CP1: longitud de pedunculo con longitud de tallo, peso de fruto con
diametro de tallo, ancho de hoja con peso fruto, ancho de fruto, longitud pedicelo y
namero de semillas por fruto, para la variable peso de fruto correlaciona
positivamente con ancho de fruto, grosor pericarpio y numero de semillas por fruto
(Cuadro 22).
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Cuadro 22. Matriz de coeficientes de correlacién entre nueve variables cuantitativas pertenecientes
al CP1 de 15 colectas de chile manzano.

Longitudde Diametro Longitud Ancho Peso de Ancho Longitud Grosor Num. Semillas/

Variables tallo tallo hoja hoja fruto fruto pedunculo Pericarpio fruto
Longitud de tallo 1
Diametro tallo 03 1
Longitud hoja 02 0.66 1
Ancho hoja 0.47 0.49 0.51 1
Longitud corola 0.26 -0.01 -0.06 0.11
Peso de fruto 0.49 0.68 0.45 0.66 1
Ancho fruto 0.37 0.68 0.48 0.67 0.95 1
Longitud pedinculo 0.68 0.37 0.42 0.63 0.63 0.6 1
Grosor Pericarpio 0.28 0.49 0.44 0.28 0.75 0.7 0.28 1
Nam. Semillas/ fruto 0.21 0.41 0.28 0.59 0.74 0.7 0.42 0.41 1

Valores subrayados son significativos (P< 0.001)

Las correlaciones que se presentaron en las variables del CP” fueron: periodo de
fructificacion con ancho de la planta, grosor del pedunculo con longitud de corola 'y
periodo de fructificacion, peso de 100 semillas con grosor del pedunculo y longitud
de la semilla, longitud de placenta con longitud de placenta, grosor pedunculo,

longitud de semilla y peso de 100 semillas (Cuadro 23).

Cuadro 23. Matriz de coeficientes de correlacion entre nueve variables cuantitativas pertenecientes
al CP2 de 15 colectas de chile manzano.

Ancho de Longitud brote Longitud Periodod de Longitudde  Grosor Longitud de Ancho de Peso 100

Variables planta primario de corola _ fructificacion placenta  pedinculo semilla semilla semillas
Ancho de planta 1
Longitud brote primario 0.5 1
Longitud corola -0.51 0.1 1
Periodod de fructificacion 0.59 0.17 -0.02 1
Longitud de placenta 0.12 0.22 0.28 0.09 1
Grosor pedunculo 0.06 0.24 0.53 0.53 0.66 1
Longitud de semilla 0.09 0.43 -0.16 -0.16 0.62 0.36 1
Ancho de semilla 0.13 0.43 -0.16 -0.06 0.01 0.2 0.64 1
Peso 100 semillas -0.11 0.39 0.4 0.1 0.57 0.57 0.56 0.28 1

Valores subrayados son significativos (P< 0.001)

La variable que muestra alta correlacion en la matriz para el CP3 fue longitud de
filamento con longitud de antera (Cuadro 24). La matriz de correlacion para el CP4
no mostro ninguna correlacion significativa entre las variables ancho hoja

cotiledénea, longitud pedicelo, dias a fructificacion y largo de fruto (Cuadro 25).
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Cuadro 24. Matriz de coeficientes de correlacidén entre cinco variables cuantitativas pertenecientes
al CP3 de 15 colectas de chile manzano.

Longitud hoja Longitud Longitud de Longitud de Dias a
Variables cotiledénea planta anteras filamento floracién
Longitud hoja cotiledonea 1
Longitud planta 0.34 1
Longitud de anteras 0.21 0.46 1
Longitud de filamento 0.05 0.41 0.54 1
Dias a floracién 0.3 0.05 0.3 0.24 1

Cuadro 25. Matriz de coeficientes de correlacion entre cinco variables cuantitativas pertenecientes
al CP4 de 15 colectas de chile manzano.

Ancho hoja Longitud Dias a Largo de
Variables cotiledonea pedicelo fructificacion fruto
Ancho hoja cotiledonea 1
Longitud pedicelo 0.04 1
Dias a fructificacion 0.11 0.03 1
Largo de fruto -0.04 0.29 0.25 1

Valores subrayados son significativos (P< 0.001)

7.2 CARACTERIZACION MOLECULAR

7.2.3 Evaluacién de la cantidad y calidad de ADN

Medicion con Nanodrop

Los valores de espectrofotometria UV/Visible 260/280 promedio de 1.6 nos permite
confirmar una cantidad suficiente de ADN, el valor mas alto fue de 2.14 y supero al
mas bajo de 0.66 con casi 4 veces. Los indices menores a 1.8 podrian indicar
contaminacion por proteinas. De igual manera, los valores promedio de
espectrofotometria UV/Visible 260/230 fue de 0.5, ninguna de las muestras supero
los 2.0 lo cual indica que puede haber contaminacion por carbohidratos y fenoles
medidos en estas longitudes de onda (Alejos et. al., s. a.) y que pudieran interferir
en los ensayos de PCR de punto final, cuantitativa en tiempo real (QRTPCR),

analisis de Polimorfismos de nucle6tido tnico (SNPS) o la secuenciacién automatica
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de muestras de ADN en plasmidos, cosmidos u otros vectores (Cuadro 26), sin
embargo el segmento de ADN que sirve de molde no requiere estar necesariamente

en estado puro, sino que puede ser parte de mezclas complejas.

Cuadro 26. Resultados de la evaluacion de calidad y cantidad de ADN en 15 colectas de chile
manzano.

Colecta abs. 260/280 260/230 ng/ul
1 3.312 2.03 0.48 79
2 1.034 2.05 0.79 40.8
3 0.606 0.55 0.1 2.9
4 0.77 1.89 0.77 29.5
5 2.094 1.99 0.48 50
6 0.818 2.14 1.2 49.1
7 0.702 2.03 0.38 134
8 2.704 1.98 1.24 167.2
9 1.262 2.02 1.04 65.9
10 1.245 2 0.21 12.9
11 0.633 1.38 0.16 49
12 0.743 1.75 0.35 12.9
13 0.435 0.76 0.06 1.3
14 0.523 0.66 0.1 2.1
15 0.56 0.84 0.05 1.3

Promedio 1.2 1.6 0.5 35.5

Espectrofotometria

La extraccion del ADN en la colectas de chile manzano no fue complicada ya que
no presento dificultades en las precipitaciones durante el proceso de extraccion, ni
problemas de viscosidad en el filtrado de las muestras lo cual podria ser que no
presenta altos contenidos de metabolitos secundarios, en la Figura 20 se muestra
el ADN obtenido de las 15 colectas de chile manzano en el gel de agarosa, la colecta
13 muestra un ligero barrido, sin embargo la medicién de ADN en nanodrop mostro

que si se obtuvo ADN en baja cantidad.
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con las muestras del ADN
extraido en 15 colectas de chile manzano, observado en fotodocumentador de
geles.
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7.3 ARTICULO

Phenotypic variation among populations of capsicum pubescens in
southern Mexico State

Imelda Martinez-Estrada, Jaime Mejia-Carranza”, Juan C. Reyes-Aleman and Luis M.

Vézquez-Garcia

Centro Universitario Tenancingo, Universidad Auténoma del Estado de México. Km 1.5 Carretera
Tenancingo —Villa Guerrero, Tenancingo, Estado de México. CP 52400. *Corresponding author

(jmejiac@uaemex.mx)

ABSTRACT

The identification of genetic variability and distinctive phenotypic characteristics in plants is a pre-
requisite for initiating a genetic breeding program. The objective of this study was to characterize the
morphology of 15 populations of Capsicum pubescens. The collections of C1 to C15 obtained from
production areas and local markets of the region were characterized using 86 descriptors for Capsicum
from the IPGRI and SNICS guides, and analyzed by numerical taxonomy and multivariate analysis.
Of 59 qualitative characters analyzed, 50% showed variation in degree, which could be affected by
additive genes, while the other 50% showed binary states or more variation that may be regulated by
major genes. Seven unique states were found in three collections, among which dense branching,
bilocular fruit, and white corolla stand out. In the discriminant analysis and phenogram with non-
significant classification error probabilities (P>0.05), the C11 and C12 collections, of rustic
appearance, constituted distinct groups; the C1, C2, C8, C9, and C13 collections with red pericarp
were grouped as another group; the remaining collections C3, C4, C5, C6, C7, C10, C14, and C15,
constituted the group with highest commercial acceptance. Principal components 1, 2, and 3
explained 56% of the total variation and were associated mainly with plant size, fruiting period, and
size and weight of fruit. The observed phenotypic variation would allow the selection of outstanding

populations and combination of morphological characters through directed hybridization.
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INTRODUCTION

The center of origin of the genus Capsicum spp. is South America, with the number of species varying
from 20 to 30 depending on the author (Pickershill, 1971; Loaiza-Figueroa et al., 1989; Moscone et
al., 1993), among which C. annuum, C. Chinenesis, C. frutescens, C. baccatum, and C. Pubescens
are the most cultivated species around the world. In Mexico there is a varying number of cultivated
and wild chili types, principally of the species C. annuum, C. Chinenesis, C. frutescens y C.
pubescens, which include wide genetic diversity and distribution that for many remain undescribed.
The characterization of these materials would allow the recording of agronomic, morphological, and
physiological descriptors for the identification of genetic variability and groupings, which together
constitute essential factors for the selection and combination of their characters for genetic
improvement of different attributes (Pickersgill, 1997; Medina et al., 2006). In this sense,
investigations of characterization at different levels have generated information on the intraspecific
and interspecific variation of the Capsicum genus (Palacios and Garcia 2008; Medina et al, 2006;
Castafion-N4jera, et al., 2008; Moreno et. al., 2011; Villota-Cer6n et al., 2012; Ibarra-Torres, 2015).
Discriminant descriptors in the characterization of the Capsicum genus are mainly found in plant
architecture, flower and fruit (Medina et al, 2006). Other studies have reported plant height, leaf
shape, flower structure, fruiting days and number of fruits per plant, fruit shape at the junction with
the pedicel, and fruit width, length, and shape (Castafion-N4jera et al., 2008; Moreno et. al., 2011).
Nevertheless, according to Bran et al. (2012), highly discriminating factors are the anther length, seed
weight, and pedicel and placenta length. Morphological characterization also involves factors of
vertical and horizontal resistance to phytosanitary and environmental problems, among others. In
particular, the species Capsicum pubescens Ruiz and Pavon, originating from temperate and cold
areas of South America (Pickersgill, 1997), is cultivated in central Mexico at altitudes between 1600
and 2400 masl (Pérez and Castro, 1998). This specie’s fruits have a fleshy pericarp and is generally
consumed fresh, quality that have converted it into an export product in the last decade. For this
reason, its cultivation in the southern region of Mexico State has become important, and production
methods have shifted from rustic cultivation within fruit orchards to intensive greenhouse
monoculture. Notwithstanding, agriculture of this species is confronted with problems of
heterogeneity in the shape and quality of the fruits, which has resulted in decreased profit for

producers. In addition, phytosanitary problems such as susceptibility to pests and diseases including
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wilt caused by Fusarium oxisporum and Phytophtora capscici (Pérez and Castro, 1998) also decrease
yields. The diverse number of morphological variants in this species, known in Mexico as “chile
manzano” or manzano pepper, are mainly the result of selection by producers and are evidence of
still-uncharacterized genetic variability, a condition that would facilitate conservation and selection
of promising materials for genetic improvement. As such, harnessing intraspecific variability through
genetic breeding programs could contribute to the development of new materials with different
attributes. The objective of this study was to identify, using morphological characterization, the
phenotypic variability of 15 collections of manzano pepper cultivated in different ecological niches
in the southern region of Mexico State, as a first step toward utilizing this variability in genetic

conservation and breeding programs.

MATERIALS AND METHODS

Vegetable material was collected in an area of the southern region of Mexico State between 18° 21’
and 19° 34’ N and 99° 16 and 100°36° W with an altitudinal range of 1600 to 2400 masl. The climate
ranges from warm to warm subhumid with an annual precipitation of 900mm and temperature
between 14.7° C and 26° C (Secretaria del Medio Ambiente, 2010). Collections were from 15
populations of C. pubescens, three of which (C3 C11, C12) had visible morphological contrasts
among them in plant, flower, and fruits collected in production areas. The other 12 with the criteria
of contrast in fruit color and shape were obtained from small producers in local markets in Tenancingo
(C1, C2, C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10, C13, C14, and C15). The experiment was carried out at the
Centro Universitario Tenancingo of the Universidad Auténoma del Estado de México from February
2014 to December 2015. Seeds were extracted from recently harvested, physiologically mature fruits
of good physical apprearance and without visible sanitary problems. They were sown in 72-well
polystyrene germination trays in a substrate composed of a 3:1 ratio of peat moss to zeolite, with one
seed per well at a depth of 0.5 cm. Seedlings were transplanted when they had eight true leaves to
451 -capacity black plastic bags with a substrate of tezontle (volcanic rock; 90%) and worm castings
(10%). Ten plants were established from each collection in a completely random array in double lines
with 1m separation between plants. The environmental conditions in the greenhouse were of 600
umolem?ss? light intensity, 75% relative humidity, and 24 °C average temperature. Plants were
watered and fertilized according to the solution proposed by Steiner (1984) using drip-watering.
Characterization was done using 86 morphological descriptors of the seedling, plant, flower, and fruit,
68 of which were from the guide “Descriptores para Capsicum spp”, by the IPGRI (1995), and 18
complementary descriptors from the “Guia para la descripcion varietal de C. annuum”, by the SNICS
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(2014). Flower characters were measured on flowers immediately upon anthesis, and flowering days
were from sowing until the plants presented at least one open flower. Fruits were evaluated at
physiological maturity, except for the character of color of immature fruits. Data for seeds were taken
from fresh recently extracted seeds. The variables were analyzed using numerical taxonomy
according to qualitative (binary, disordered multistate, and ordered multistate) and quantitative
(continuous and discontinuous) descriptors (Crisci y Lopez, 1983). The matrices of the data of the
quantified variables were analyzed using multivariate analyses in the statistical software InfoStat (Di
Rienzo et al., 2015). In order to group the variability of the collections in the study, in the discriminant
and cluster analyses, the data of the 86 multivariate desciptors were standardized by heirarchical
conglomerate using the linking UPGMA method and average euclidean distances from the
unweighted arithmetic mean. In the principal components analysis, quantitative data were

standardized to allow them to be analyzed according to their correlations.

RESULTS AND DISCUSSION

The vegetative structure with the greatest number of descriptors present was the fruit, with 40 types,
which together with the flower represented 65% of the total characters evaluated (Table 1). The
characters of these structures have also been reported as highly discriminant in the characterization
of C. annuum var glabriusculum (Bran et al., 2012). The remaining 35% was for states of the seedling
and plant, with the lowest number corresponding to the plant. Of the 86 morphological descriptors,
59 were qualitative and 27 quantitative. Of the 59 qualitative descriptors, 31 were categorized as
ordered multistate characters, suggesting greater variation in degree of a single type than in different
types grouped in unordered multistate characters. As such, the observed ordered multistate variation
could be due to polygenic effects in the phenotypic expression of the character, which would be
guantitative in nature and considerably affected by the environment (Orr, 2001). Disordered
multistate characters accounted for 30% of the 59 qualitative descriptors, such that less than one fifth
of the characters were binary. These last two states, due to their discrete category conditions, could

be more closely related to major genes, which are responsible for their expression.
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Table 1. Numerical taxonomy for decriptors of seedlings, plants, flowers, and fruits of the 15
collections of C. pubescens.

Descriptors

Vegetative _ —

Cualitative Cuantitative Total

structure
Bin oM DM CN DN

Seedling 0 1 3 2 0 6
Plant 2 7 7 8 0 24
Flower 3 1 8 3 1 16
Fruit 5 9 13 11 2 40
Total 10 18 31 24 3 86

Bin=binary; OM=ordered multistate; DM=disordered multistate; CN=continuous numeric;

DN=discontinuous numeric

The 59 qualitative descriptors analyzed comprise 209 morpho-allelic variants in accordance with the
IPGR and SNICS characterization guides used in this study (Table 2). In the 15 C. pubescens
collections, 29 qualitative descriptors (49% of the 59 total) were polymorphic, and these included 98
morphoalleles (44% of the 209 mentiones by the guides Table 2). The highest proportion of
morphoalleles per character occured in the plant state, which suggests the greatest phenotypic
variation for descriptors of this vegetative structure, while the lowest was for flowers, with 38%.
Nearly 50% of the reported variation in descriptors and polymorphisms was represented in the 15
collections. This is considerable for a single species, given the 90% of total reported variation in
Medina et al.’s (2006) much broader study including variants of five different species of Capsicum.
The three collections of C. pubescens from South America included in Medina et al.’s (2006) study
did not reach the levels of variation reported here. The rugged topography of the region where the
materials evaluated were grown include a wide variety of ecological niches (Secretaria del Medio
Ambiente, 2010), which, in conjunction with the management of the species by local communities
(Altieri, 1987) may contribute to the variability of C. pubescens. The combination of morphoalleles
of such variability in breeding programs would allow a considerable range of combinations of

desirable morphological characters and selection of stock for hybridization programs.
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Table 2. Morphoallelic analysis of qualitative descriptors of Capsicum pubecens.

Getative Capsicum Guides C. pubescens CPM/TM
structure DTR _TM  TM/DTR _ PINP PM (%)
Seedling 4 18 5 4/0 8 44
Plant 16 50 3 10/6 32 64
Flower 12 45 3 4/8 17 38
Fruit 27 96 4 11/16 41 43
Total 59 209 15 29/30 98 47

DTR= Descriptor; TM= total morphoalleles; P= Polimorphic; NP= Non-polymorphic; CPM= C.
Pubescens morphoalleles

Unique morphoallelic states were observed for seven descriptors, of which three corresponded to the
flower and two to the fruit, constituting 62% of the observed (Table 3). Seedlings and plants only
showed unique states for the descriptors of white coloration of the hypocotyl in C12 and dense
branching in C8, respectively. Medina et al. (2006) also reported white hypocotyl color as a unique
state, but only in C. annum. In the flower structure, unlike C. annum whose specimens exhibited white
corolla, the evaluated collections of C. pubescens all had purple corolla except for C12, which had
white corolla. This same collection also exhibited yellow anthers and white filaments, morphoalleles
that are different from the other collections (Table 3). In addition, C12 was the only collection to
present two flowers per axil, 30% of the time, unlike the other collections that had one or occasionaly
two, a character, which for this collection in particular was heteromorphic. This character is one of
the most important variables for differentiating morphotypes, where the solitary flower condition is
of simple inheritance, controlled by the FASCICULATA gene (Andrews, 1995). The corresponding
recessive condition (fa) expresses determinate growth of multiple flowers per axil (Elitzur et al.,
2009). The same gene in the dominant condition also codes for the sympodial branching condition of
non-apical dominance, contrary to the recessive, which codes for determinate growth. The presence
of one flower per axil in the studied collection suggests the presence of the dominant form of the
FASCICULATA gene; however, the presence of two flowers per axil in one third of the plant in the
C12 collection suggests the presence of an allelic variant of the gene or some pleiotropic effect on it.
The unique state of dense branching in the C8 collection could be a character of agronomic interest,
since the number of main branches is positively correllated with yield (Solanki et al., 1986). Another

study with a larger number of species and intraspecific variants of the Capsicum genus, which
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included C. pubescens from eight collections from three regions of South America (Medina et al.
20006), did not report variations in branching with the presence of the “scarce” variant. The increase
in number of stems suggests an increase in the number of flowers and fruits; as such, the use of this
collection could be useful for increasing fruit number, which is reported to be highly heritable in C.
chinenese (Manju y Sreelathakumary, 2002), though this does not necessarily correlate with yield.
The collection with the highest number of unique states was C12 with four of the seven states,
followed by C11 with two and C8 with just one. The presence of unique morphoallelic states in C12,
C11, and C8 suggests greater separation of these from the other collections evaluated and confers
conservation priority due to their genetic variability, which could be utilized for commercial or basic
reserach applications by functioning, among other things, as a genetic marker of other closely linked
attributes (Van Hintum, 1995). In the same way, the collections with unique states are ideal for use
as stock in the development of recombinant inbred lines (Alonso-Blanco y Koornneef, 2000) and

subsequent studies for the construction of genetic linkage maps (Lefebvre, et al., 1995).

Table 3. Unigue morphological states of the 15 Capsicum pubescens collections.

State of the Descriptor

Descriptor Recorded Found Modal Unique State Collection
State
Hypocotyl color 3 2 Purple White C12
Branching 3 2 Scarce Dense C8
Corolla color 8 2 Purple White C12
Anther color 5 2 Purple Yellow Ci12
Filament color 6 2 Purple White C12
PPS 3 2 Persistent Medium Cl1
Number of locules 3 2 3 2 Cl1

PPS= Persistence of the pedicel with stem

The spatial separation among groups based on multivariate qualitative and quantitative values by
discriminant analysis (Figure 1) denotes a contrast between collection groups with non-significant
probabilities of classification error (P>0.05). These results suggest considerable morphological
variability in the collections evaluated considering that C. pubescens is a species that was introduced
from the Andean region of Peru and Bolivia (Pickersgill, 1971; McLeod et al., 1982). Besides, the
number of collections analyzed here was small compared to other studies, which have included more
than 100 populations of different species (Medina et al., 2006). In this respect, it is important to note

the presence of additional morphological variants not considered in this study. Collections C11 and
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C12, which had the contrasting attributes of two locules per fruit and white corolla color respectively,
in addition to possessing these unique states, were separated from the other populations at the negative
extreme of the canonical axis 1. On the contrary, C1, C2, C8, C9, and C13- populations that all had
red prericarp color- were grouped at the opposite extreme. The remaining collections- C3, C4, C5,
C6, C7,C10, C14, and C15- whose fruit phenotypes were most commercially accepted, were the most
numerous group, and C3 stands out as the most cultivated collection in the region. These collections,
which constituted the most numerous group, were positively correlated with pericarp thickness, seed
size, leaf size, and fruit size (Martin y Gonzalez, 1991), criteria of agronomic importance that are
mentioned in the processes of anthropogenic selection (VVotava, 2005). The fruit size character is also
considered one of the most influential characters affecting yield and is described as a highly heritable

and discriminant element of intraspecific variability (Martin and Gonzalez, 1991).
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Figure 1. Discriminant analysis of 86 variables for the differentiation of 15 manzano pepper
collections.

In the group phenogram with an arbitrary cutoff point of 0.91, two main groups were determined
(Figure 2). The first is C12 alone. The second group is subdivided in two; one included only C11, the
collection with the second-highest number of unique states. The separation of C12 and C11 suggests
greater genetic distance between these and the rest of the collections and represents a genetic
reservoir. The other subgroup included the rest of the collections, which at its two extremes and in
the center included the collections with red fruits. The characters of separation within the collections
with red fruits were the dense branching of C8 and elongated fruit shape of C1, C2, and C9. The C3
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collection was located at the center of the group and presented characters similar to the rest of the
collections.

12
1"

0.64 0.92 1.21 1.49 1.78

Figure 2. Group phenogram by UPGMA method of cluster analysis of 15 manzano pepper
collections based on 86 morphometric descriptors of seedlings, plants, flowers, and fruits.

The separation of collections in the phenogram suggests a high degree of conservation of populations
that due to the rugged topography of the region are cultivated in different ecological niches and
provide a relatively isolated condition, such that the gene flow among populations is low, a condition
reported by Pickersgill (1997). For their part, Moscone and collaborators (1993) in karyotype studies
in Capsicum, particularly in C. pubescens, found few cases of homologous heteromorphic
chromosomes, a condition associated with a relatively low degree of structural heterozygosity due to
hybridization among populations. Furthermore, studies of isoenzymes revealed general
autocompatibility in the genus, where cultivars are predominantly self-fertile (Jensen et al., 1979;
Loaiza-Figueroa et al., 1989). In addition, the C. pubescens collections evaluated presented floral
stigma in heteromorphic condition, with slightly exserted (42%), same length (42%), and slightly
inserted (16%) states. This suggests high percentages of autogamy and geitonogamy due to the
compaction of the population, which makes seed saving by producers efficient and maintains the
genetic identity of the populations with a presumably homogeneous-heterozygous structure. As such,
the main genetic variability of different characters is best when a larger number of populations are

included (Hughes et al., 1997). Notwithstanding, in general in the Capsicum genus, percentages of
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allogamy from 2-90% are reported depending on the locality, environment, and space between plants
(Pozo-Campodonico, 1983; Tanskley, 1984).

In the principal components analysis (PCA) of quantitative variables, the principal components 1, 2,
and 3 together explained 56% of the total variation, with values of 26%, 17%, and 13% respectively,
and all of the collections were associated with one or some of these variables in particular. In PC1 the
variables “plant width” and “fruiting period” received the most negative values and the variables
“fruit weight” and “fruit width” had the highest positive values, leaving C11, C12, and C8 on one
extreme of this axis and C3, C7, and C14 on the other (Figure 3). The results suggest a stronger
association of C11, C12, and C8 to folliage characters, which according to Medina et al. (2006) are
associated with characters of wild species. Within these collections fruit size also stood out, which
was smallest in C12, and which according to Walsh and Hoot (2001) is also characteristic of wild
types. On the contrary, the collections C3, C7, and C14 are related to characteristics of yield, possibly
because of stronger anthropogenic selection exerted on them, since their characteristics represent
some of the most comercially desirable characteristics (Walsh and Hoot, 2001; VVotava et al., 2005).
In PC2, the variables “hypocotyl length” and “stem length” received the highest negative values,
while “placenta length,” “pedicel thickness,” and “seed size” represented the most positive values,

which placed collections C13 and C2 on one extreme and C1 on the other.
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Figure 3. Biplot of 27 quantitative variables (capital letters) in 15 collections of manzano pepper
(numbers). CW= cotyledon width; CTL= cotyledon length; SL= stem length; SD= stem
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diameter; LL= leaf length; LW= leaf width; PL= plant length; PW= plant width; PBL= primary
bud length; PEL= pedicel length; COL= corolla length; AL= anther length; FL= filament
length; DFL= days to flowering; PF= fruiting period; DFR= days to fruiting; W= weight; FRL=
fruit length; FRW= fruit width; PLL= placenta length= PDL= peduncle length; PT= pericarp
thickness; PET= peduncle thickness; SEL= seed length; SW=seed width; SPF= number of seeds
per fruit; WHS= weight of 100 seeds.

CONCLUSIONS

The numerical taxonomy analysis of the descriptors analyzed of the 15 collections showed that the
fruit and flower structures included 65% of the descriptors analyzed. Of the qualitative descriptors,
50% showed variation in the degree of a characteristic, while the other 50% corresponded to binary
states or more types of variation. Forty-nine percent of the qualitative descriptors exhibited
polymorphisms, and plant structure showed the highest number of morphoalleles (64%). Seven
unique states were found in C8 (1), C11 (2), and C12 (4), among which dense branching, bilocular
fruit, and white corolla stood out as characters of agronomic importance. Due to their unique states,
make their carrier ideal materials for use as stock in the development of recombinant lines and for
future studies for the construction of genetic linkage maps. There was a spatial separation among
four groups of collections based on multivariate qualitative and quantitative values by discriminant
analysis and such results were confirmed by a phenogram. In the principal components analysis, the
components 1, 2, and 3 explained 56% of the total variation. The first principal component was
associated mainly with the variables of plant size, fruiting period, and fruit weight. This component
included C11, C12, and C8 as collections with rustic apperiance; and C3, C7, and C14 as collections
with the most commercially desirable characteristics. The second principal component was associated
with the variables of hypocotyl length, stem length, placenta length, pedicel thickness, and seed size,
which were notable characters of C12, C2, and C1. The results indicate signifcant phenotypic
variation in C. pubescens that would allow genetic improvement through selection of outstanding
populations and a considerable range of combinations of desirable morphological characters in

hybridization programs.
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VIll. DISCUSION GENERAL

Se encontraron 7 estados Unicos en las colectas de chile manzano, de estos el 40%
se encontré en la colecta 12 que esta caracterizada por tener la corola de color
blanco, Pérez y colaboradores (2004) mencionan que los materiales que presentan
estados unicos son de prioridad de conservacion ya que alguno de estos atributos

pueden contribuir a algan valor potencial como los colores de los frutos.

En los 59 caracteres cualitativos evaluados se encontraron 29 en estado polimoérfico
lo que representa casi un 50 % de polimorfismo, en estudios realizados de
caracterizacion morfoldgica en poblaciones de Capsicum, Medina y colaboradores
(2006) encontraron 45 estados polimorficos de 47 caracteres evaluados, sin
embargo evaluaron en conjunto a cinco de los Capsicum comerciales y algunos

silvestres por lo cual su alto grado de polimorfismo entre especies.

El analisis de componentes principales explico el 65% de la variabilidad acumulada
en los cuatro primeros componentes, las caracteristicas que mas aportaron en la
realizacion de los componentes fueron de fruto, panta y flor. Sanchez y
colaboradores (2010) en un estudio de caracterizacion de morfologica de chile de
agua, encontrd que los cuatro primeros componentes principales explicaron el 85%
de la variabilidad con caracteristicas de fruto, planta y flor. Cerén y colaboradores
(2011) menciona que en los cinco primeros componentes principales explicaron el

83.4% de la variabilidad por descriptores de flor y fruto principalmente.
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IX. CONCLUSION GENERAL

Existe variabilidad morfologica dentro de la especie de Capsicum pubescens. Se
encontraron 7 estados Unicos dentro de las 15 colectas de chile manzano, la colecta
12 fue la que presenté el mayor nimero de estados unicos (4 de 7) resaltando el
color de corola blanco y color de hipocotilo blanco. La colecta 8 es la Gnica que
presenta macollamiento denso. Los principales polimorfimos encontrados fueron en
fruto. De los 209 morfoalelos de los caracteres evaluados se encontraron 98 en las

colectas de chile manzano.

El analisis discriminante separ6 a las colectas en 4 grupos definidos por algunas
caracteristicas como color de corola, color de fruto, formas y tamafios de frutos. En
el andlisis de componentes principales los cuatro primeros componentes explicaron
el 65% de la variabilidad acumulada. Los resultados sugieren que se puede trabajar
con estas colectas para estudios de mejoramiento genético gracias a la variabilidad

que se encontrd entre ellas.
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XI.  ANEXOS

11.1 Anexo 1. Figuras para la caracterizacion de Capsicum
pubescens, de acuerdo a los descriptores de IPGRI, 1995.

Figura 21. Forma de la hoja cotiledénea
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Figura 24. Forma de la hoja
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Figura 25. Pubescencia de la hoja

A AN

17\

1 Deltoide
2 Owval
3 Lanceolada

3 Escasa
5 Intermedia
T Densa

BEy 3 Pendiente

\(T > 5 Intermedia
AL
*7‘ o T Erecta
| 7

1 Entero (liso)
2 Intermedio
3 Dentado

Martinez Estrada Imelda

2016

95



CARACTERIZACION MORFOLOGICA' Y MOLECULAR DE 15 COLECTAS DE CHILE MANZANO (Capsicum pubescens R.y P.)
DE LA REGION SUR DEL ESTADO DE MEXICO

Figura 28. Constriccion anular del céliz
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Figura 29. Forma del fruto en union con el pedicelo
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Figura 30. Cuello en la base del fruto
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Figura 32. Apice del fruto, vestigio de la floracién
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11.2 Anexo 2. Figuras para la caracterizacion de la guia técnica parala
descripcion varietal de Capsicum annuum L. del SNICS 2014.

Figura 34. Forma del fruto
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Cuadro 27. Descriptores utilizados de la guia SNICS

11.3 Anexo 3. Descriptores utilizados de la Guia del SNICS (2014)

No. CARACTER DESCRIPCION DE LA GUIA | MODIFICADOS
1 planta: habito de crecimiento Basal (amacollamiento)
Dicotémica
2 planta: entrenudos acortados en | Ausente
la parte superior Presente
3 planta: longitud del entrenudo Corta Se tomé en
Media centimetros
Grande
4 hoja: ampollado de la superficie | Débil
Medio
Fuerte
5 Relacion ancho/largo del fruto Muy pequefia 1) 05
Pequefia 2) 0.6al
Intermedia 3) l.lals
Grande 4) 16a2
Muy Grande 5) 2az25
6 forma predominate de la Eliptica
seccién trasversal ( al nivel de la | Angula
placenta) Circular
7 brillantez del fruto Débil
Media
Fuerte
8 Profundidad de la cavidad Poco profunda
peduncular Media
Profunda
9 posicion del fruto Erecta
Intermedia
Pendiente
10 intensidad del color antes de la Claro
madurez Medio
Obscuro
11 forma del fruto Aplanada Redonda
Forma de corazén
Cuadrada
Rectangular
Trapezoidal Triangular
Triangulo estrecha
Forma de cuerno
12 contenido de capsaicina en la Presente
placenta
Ausente
13 profundidad de las depresiones | Ausentes o muy poco
interloculares profundas Poco profundas
Medias
Profundas
Muy profundas
14 sabor del fruto Dulce
Pungente
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Continuacion Cuadro 27. Descriptores utilizados de la guia SNICS

No. CARACTER DESCRIPCION DE LA GUIA MODIFICADOS
15 posicion de la placenta Compacta
Semi-distribuida
Distribuida
16 grosor del pedunculo Delgado Se tomé en
(en milimetros) Intermedio milimetros
Grueso
17 posicion del peddnculo Erecto
No Erecto
18 textura del fruto Liso
Corchoso
Rugoso

11.4 Anexo 4. Descriptores utilizados de la guia del IPGRI (1995)

Cuadro 28. Descriptores utilizados de la guia IPGRI

No.

CARACTER

DESCRIPCION DE LA GUIA

MODIFICADOS

color del hipocétilo

1 blanco
2 verde 3
morado

pubescencia del hipocétilo

3 escasa
5 intermedia
7 densa

color de la hoja cotiledénea

1 verde claro

2 verde

3 verde oscuro

4 morado claro

5 morado

7 jaspeado (abigarrado)
8 amairillo

forma de la hoja cotiledénea

1 deltoide

2 oval

3 lanceolada

4 elongada-deltoide

longitud de la hoja cotiledonea

se midio en hojas
completamente desarrolladas
(mm)

ancho de la hoja cotiledénea

se midié en hojas
completamente desarrolladas
(mm)

ciclo de vida

1 anual
2 bianual
3 perene
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Continuacion Cuadro 28. Descriptores utilizados de la guia IPGRI

No.

CARACTER

DESCRIPCION DE LA GUIA

MODIFICADOS

color del tallo

1 verde
2 verde con rayas purpura
3 morado

antocianina del nudo (toda la
planta)

1 verde

3 morado

5 morado

7 morado oscuro

10

forma del tallo

1 cilindrico
2 angular
3 achatado (aplastado)

11

pubescencia del tallo

3 escasa
5 intermedia
7 densa

12

altura de la planta (cuando
empieza a madurar el primer furo

(cm))

1) <25
2) 25-45
3) 46-65
4) 66-85
5) >85

se registré en inicio
de floracién ya que
son plantas con
crecimiento

indeterminado y en
fructificacion es
dificil tomar la altura

13

ancho de la planta

se mide después de la primera
cosecha en el punto mas ancho

se registré en inicio
de floracién ya que
son plantas con
crecimiento

indeterminado y en
fructificacion es
dificil tomar el ancho

14

habito de crecimiento

3 postrada
5 intermedia (compacta)
7 Erecta

15

longitud del tallo

mediad hasta la primer
bifurcacién después de la
primera cosecha (cm)

16

diametro del tallo

medida en la parte media de la
primer bifurcacion después de
la primera cosecha (cm)

17

densidad de ramificacién

3 escasa
5 intermedia

7 densa

18

densidad de hojas

3 escasa
5 intermedia
7 densa

19

color de la hoja

1 amarillo

2 verde claro

3 verde

4 verde oscuro

5 morado claro

6 morado

7 jaspeado (abigarrado)
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Continuacion Cuadro 28. Descriptores utilizados de la guia IPGRI

No.

CARACTER

DESCRIPCION DE LA GUIA

MODIFICADOS

20

forma de la hoja

1 deltoide
2 oval
3 lanceolada

21

margen de la lamina foliar

1 entera 2 ondulada 3 ciliada

22

pubescencia de la hoja

3 escasa 5 intermedia 7 densa

23

longitud de la hoja madura

centimetros

24

ancho de la hoja madura

parte mas ancha de la hoja
(cm)

25

macollamiento

3 escaso
5 intermedio
7 denso

26

dias a floracion

dias desde la siembra hasta que
el 50% de la plantas present6
por lo menos una flor abierta

27

nuamero de flores por axila

1 uno

2 dos

3 tres 0 mas

4 muchas flores en racimo pero
cada una en axila individual
(crecimiento fasciculado)

28

posicion de la flor

3 pendiente
5 intermedia
7 erecta

29

color de la corola

1 blanco

2 amarillo claro

3 amairillo

4 amarillo-verdoso

5 morado con la base blanca

6 blanco con la base purpura

7 blanco con el margen purpura
8 morado

30

color de la mancha de la corola

1 blanco

2 amarillo

3 verde-amarillento
4 verde

5 morado

31

forma de la corola

1 redonda 2
acampanulada

32

longitud de la corola

1)<1.5
2)15-2.5
3)>2.5

se tomo en
centimetros

33

color de las anteras

1 blanco 2 amarillo 3 azul
palido 4 azul 5 morado

34

longitud de la antera

observadas en el momento de
la antesis (mm)

35

excercion del estigma (antesis
completa)

3inserto
5 al mismo nivel 7
exserto
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Continuacién Cuadro 28. Descriptores utilizados de la guia IPGRI

No.

CARACTER

DESCRIPCION DE LA GUIA

MODIFICADOS

36

esterilidad masculina

0no
1si

37

pigmentacion del céliz

0 ausente
1 presente

38

margen del caliz

1 entero
2 intermedio
3 dentado

39

constriccién anular del caliz

0 ausente
1 presente

40

dias a la fructificacion

desde el trasplante hasta que
el 50% de las plantas tienen
frutos en la primer y segunda
bifurcacién

41

color del filamento

1 blanco

2 amarillo

3 verde

4 azul

5 morado claro
6 morado

42

dias a la fructificacion

desde el trasplante hasta que el
50% de las plantas tienen frutos
en la primer y segunda
bifurcacién

43

manchas o rayas antocianinas

0 ausente
1 presente

44

color del fruto en estado
intermedio

1 blanco

2 amarillo

3 verde

4 anaranjado

5 morado

6 morado oscuro

45

cuajado del fruto (antes de la
cosecha)

3 bajo
5 intermedio
7 alto

46

periodo de fructificacién

desde el primer cuajado hasta
la Gltima formacién del furo

47

color del fruto en estado maduro

1 blanco

2 amarillo-limén

3 amarillo- naranja palido
4 amarillo-naranja
5 naranja palido

6 naranja

7 rojo claro

8 rojo

9 rojo oscuro

10 morado

11 marrén

12 negro

48

longitud del fruto

centimetros

Martinez Estrada Imelda

2016

102



CARACTERIZACION MORFOLOGICA' Y MOLECULAR DE 15 COLECTAS DE CHILE MANZANO (Capsicum pubescens R.y P.)
DE LA REGION SUR DEL ESTADO DE MEXICO

Continuacion Cuadro 28. Descriptores utilizados de la guia IPGRI

No. CARACTER DESCRIPCION DE LA GUIA MODIFICADOS
49 | ancho del fruto centimetros
50 | peso del fruto gramos
51 | longitud del pedicelo del fruto centimetros
52 | espesor de la pared del fruto milimetros
1 agudo
2 obtuso
3 truncado
forma del fruto en unién con el 4 cordado
53 | pedicelo 5 lobulado
0 ausente
54 | cuello en la base del fruto 1 presente
1 puntudo
2 romo
3 hundido
55 | forma del apice del fruto 4 hundido y puntudo
apéndice del fruto, vestigio de la 0 ausente
56 | floracion 1 presente
3 levemente corrugado
5 intermedio
57 | arrugamiento transversal del fruto | 7 muy corrugado
58 | nimero de léculos namero mas frecuentes
3 facil (leve)
5 intermedia
59 | persistencia pedicelo con el fruto 7 persistente
3 facil (leve)
5 intermedia
60 | persistencia pedicelo con el tallo 7 persistente
1) <1/4 longitud del fruto
2) 1/4-1/2 longitud del fruto
61 | longitud de la placenta 3) >1/2 longitud del fruto
3 mezcla leve
5 mezcla intermedia
62 | condicién de la mezcla varietal 7 mezcla importante
1 café claro
1 amarillo oscuro (paja) 2 café
2 marrén 3 café oscuro
63 | color de la semilla 3 negro 4 café muy oscuro
64 | superficie de la semilla 1 lisa 2 aspera 3 rugosa
3 pequeia
5 intermedia
65 | tamafio de la semilla 7 grande milimetros
peso de 100
66 | peso de 1000 semillas gramos semillas
1)<20
2) 20-50
67 | numero de semillas por fruto 3) >50 promedio
1 lisa
2 sermirugosa
68 | tipo de epidermis del fruto 3 rugosa 2 4spera
103
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11.5 Anexo 5. Cuadros de resultados de taxonomia numeérica
Cuadro 29. Descriptores, estados del descriptor y estados Unicos encontrados en 59 caracteres
cualitativos de chile manzano.

Estados

Estados

Estados

Variable Moda descriptor encontrados Unicos Accesion
1 Color del hipocétilo Morado 3 2 blanco 12
2 Pubescencia del hipocétilo intermedia 3 2
3 Color hoja cotiledénea Verde 8 2
4 Forma de hoja cotiledénea Lanceolada 4 2
TOTAL 18 8 1
1 Ciclodevida Perenne 3 1
2 color hoja vede 7 3
3 antocianina del nudo morado 4 2
4 colortallo verde con rayas 3 3
purpura
5 forma del tallo cilindrico 3 1
6 pubescencia del tallo intermedia 2 3
7 habito de crecimiento erecto 3 2
8 habito de crecimiento * dicotémica 2 1
9 densidad de ramificacién intermedia 3 3
10 macollamiento escaso 3 2 denso 8
11 densidad de hojas intermedio 3 2
12 formadelahoja oval 3 3
13 margen de la ldmina foliar entera 3 1
14 pubescencia de la hoja intermedia 3 3
15 ampollado de la hoja medio 3 1
16 entrenudos acortados en la parte superior presente 2 1
TOTAL 50 32 1
1 posicién de la flor erecta 3 1
2 color de la corola morado 8 2 blanco 12
3 mancha de la corola blanca 5 1
4 formade la corola acampanulada 2 1
5 color de las anteras morado 5 2 amarillo 12
6 color filamento morado 6 2 blanco 12
7 excercion del estigma excerto 3 3
8 esterilidad masculina ausente 2 1
9 pigmentacion del céliz ausente 2 1
10 constriccién anular del caliz presente 2 1
11 margen del céliz dentado 3 1
12 numero de flores por axila una 4 1
TOTAL 45 17 3
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Continuacion cuadro 29. Descriptores, estados encontrados y estados Unicos encontrados en 59
caracteres cualitativos de chile manzano.

Variable Moda dzz:?pot:)r enizt:t?'::!os E::?:ooss Accesién
1 forma del fruto unién con pedicelo cordado 5 1
2 cuello en la base del fruto presente 1
3 forma del 4pice del fruto hundido 4 1
4 apéndice vestigio de la floracién ausente 2 1
5 arrugamiento transversal del fruto intermedio 3 2
6 tipo de epidermis lisa 3 1
7 condicion de la mezcla varietal leve 3 1
8 persistencia pedicelo con tallo persistente 3 2 medio 11
9 persistencia pedicelo con el fruto persistente 3 2
10 ndmero de léculos tres 3 2 2 11
11 cuajado del fruto intermedio 3 3
12 color fruto estado intermedio verde 6 1
13 color fruto estado maduro naranja 6 2
14 forma del fruto intermedio 9 2
15 posicion del fruto pendiente 3 1
16 relacién ancho largo del fruto pequefia 5 2
17 forma predominante de la seccién longitudinal oval 3 2
18 intensidad color fruto maduro medio 3 1
19 brillantez del fruto media 3 1
20 profundidad de la cavidad interlocular presente 3 1
21 cavidad peddncular presente 2 1
22 profundidad de depresion interlocular media 5 3
23 sabor pungente 2 1
24 contenido de capsaicina en la placenta presente 2 1
25 posicion de la placenta compacta 3 1
26 color de la semilla café oscuro 4 3
27 superficie de la semilla aspera 3 1
TOTAL 96 41 2
/—
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Cuadro 30. Clasificacion de 59 caracteres cualitativos y 27

caracterizacién morfologica de 15 colectas de chile manzano.

cuantitativos utilizados en

Variable

Cualitativa

Cuantitativa

Binaria

Multiestado légico

Multiestado no
légico

Continua

Discontinua

Color del hipocétilo

1

Pubescencia del
hipocétilo

Color hoja cotiledénea

Forma de hoja
cotiledénea

Ancho de hoja
cotiledénea

largo de la hoja
cotileddnea

SUMA

Ciclo de vida

Color del tallo

Antocianina del nudo

Forma del tallo

Pubescencia del tallo

Altura de la planta

Habito de crecimiento

Hébito de crecimiento "

Ancho de la planta

10

Longitud del tallo

11

Diametro del tallo

12

Densidad de
ramificacion

13

Macollamiento

14

Entrenudos acortados
. *
en la parte superior

15

Ampollado de la
superficie de la hoja *

16

Densidad de hojas

17

Color de la hoja

18

Forma de la hoja
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Continuacion Cuadro 30. Clasificacion de 59 caracteres cualitativos y 27 cuantitativos utilizados en
la caracterizacion morfolégica de 15 colectas de chile manzano.

Cualitativa Cuantitativa
Variable :
Binaria Multiestado légico Multlt?s?ado no Continua Discontinua
légico
19 Margen de la hoja 1
20 Pubescencia de la hoja 1
longitud de 1
21 | entrenudos*
22 Ancho hoja madura 1
ongitud hoja madura
23 longitud hoj d 1
Longitud pedicelo del
fruto* 1
24
SUMA 2 7 7 8 (1]
1 | Dias a floracién 1
Ndmero de flores por 1
2 | axila
3 Posicion de la flor 1
4 | Color de la corola 1
Color mancha de la
1
5 | corola
6 | Forma de la corola 1
7 Longitud de corola 1
3 Color de las anteras 1
9 Longitud de la antera 1
10 Color del filamento 1
11 Longitud del filamento 1
12 Exsercion del estigma 1
13 Esterilidad masculina 1
Pigmentacién del caliz 1
14
15 Margen del céliz 1
Constriccion anular del 1
16 | ciliz
SUMA 3 1 8 3 1
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Continuacion Cuadro 30. Clasificacion de 59 caracteres cualitativos y 27 cuantitativos utilizados en
la caracterizacion morfolégica de 15 colectas de chile manzano.

Variable

Cualitativa

Cuantitativa

Binaria

Multiestado légico

Multiestado no
légico

Continua

Discontinua

Dias a la fructificaciéon

Manchas o rayas
antocianinicas

Color fruto estado
intermedio

Color fruto estado
maduro

Cuajado del fruto

Periodo de
fructificacion

Forma del fruto

Longitud del fruto

Ancho del fruto

10

Peso del fruto

11

Brillantez del fruto

12

Sabor del fruto *

13

Longitud pedicelo del
fruto

14

., *
Grosor del pedunculo

15

Posicion del fruto *

16

Espesor de la pared del
fruto

17

Profundidad de la
depresién interlocular *

18

Posicion de la placenta
*

19

Forma del fruto unién
con el pedicelo

20

Cuello en la base del
fruto

21

Forma del apice del
fruto
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Continuacién Cuadro 30. Clasificacion de 59 caracteres cualitativos y 27 cuantitativos utilizados en
la caracterizacion morfolégica de 15 colectas de chile manzano.

Variable

Cualitativa

Cuantitativa

Binaria

Multiestado légico

Multiestado no
légico

Continua

Discontinua

22

Apéndice del fruto,
vestigio de la floracion

23

Arrugamiento
transversal del fruto

24

Forma predominante
de la seccion

longitudinal *

25

Forma predominante
de la seccién

*
transversal

26

Ndmero de I6culos

27

Tipo de epidermis del
fruto

28

Persistencia pedicelo
con fruto

29

Persistencia pedicelo
con tallo

30

Longitud de la placenta

31

Relacion ancho/largo
del fruto *

32

contenido de
capsaicina en la
placenta

33

Brillantez del fruto*

34

Condicién de la mezcla
varietal*

SUMA

11
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Continuacién Cuadro 30. Clasificacioén de 59 caracteres cualitativos y 27 cuantitativos utilizados en
la caracterizacion morfologica de 15 colectas de chile manzano.

Variable

Cualitativa

Cuantitativa

Multiestado no

Binaria | Multiestado légico . Continua Discontinua
légico
1 | Color de la semilla 1
2 Superficie de la semilla 1
3 | Tamafio de la semilla 1
4 | Didametro de la semilla 1
5 | Peso de 1000 semillas 1
Ndmero de semillas por 1
6 | fruto
SUMA 2 a4
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