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El objetivo del presente estudio fue utilizar marcadores SSR fluorescentes para seleccionar
genotipos con amplia variabilidad genética, entre introducciones de C. chinense provenientes de
México, Brasil y Colombia. En la genotipificacion se emple6 la plataforma Applied Biosystems
3730xI (Institute of Biotechnology, Cornell University) y la evaluacion del tamafio de los alelos
se realiz6 con el software GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems). Los marcadores revelaron un
total de 114 alelos con un promedio de 12 alelos por locus. El tamafio de los alelos oscild entre
91 y 341 pares de bases. El nimero de alelos por locus fue variable, de seis para Hpms 2-24 a
21 para Gpms -161. Las poblaciones estudiadas presentaron un indice de Shannon bajo. Las
accesiones con mayor diversidad genética fue Brasil con I= 1.622, mientras las de Colombia fue
la menor, con I= 0.995. Los valores medios de Ho fueron de 0.517 para Brasil, 0.317 para
Colombia y 0.543 para México. Los valores medios de He fueron, en general, superiores a los
observados. La tasa de He mas baja se registr6 en accesiones colombianas (0.491), mientras la
mas alta en las mexicanas (0.719). El analisis de conglomerados mostré la conformacion de tres
grupos, diferenciados segin el origen geografico de los genotipos evaluados. Todos los
cebadores mostraron bandas reproducibles, lo que demuestra su eficiencia para la cartografia
genética y el etiquetado de genes en futuros estudios. El valor PIC refleja que la diversidad
alélica y la frecuencia entre los genotipos fueron generalmente altas para los loci SSR probados.

The aim of this study was to use fluorescent SSR markers to select genotypes with high genetic
variability among C. chinense introductions from Mexico, Brazil and Colombia. Genotyping was
performed using the Applied Biosystems 3730xI platform (Institute of Biotechnology, Cornell
University), and allele size assessment was performed using GeneMapper 3.7 software (Applied
Biosystems). The markers yielded a total of 114 alleles with an average of 12 alleles per locus.
The size of the alleles ranged from 91 to 341 base pairs. The number of alleles per locus varied
from six for Hpms 2-24 to 21 for Gpms -161. The populations studied had a low Shannon index.
The accessions with the highest genetic diversity were those of Brazil with = 1.622 and those of
Colombia with I= 0.995. The mean values of Ho were 0.517 for Brazil, 0.317 for Colombia and
0.543 for Mexico. The mean He values were generally higher than those observed. The lowest
He value was found in Colombian accessions (0.491), while the highest was found in Mexican
accessions (0.719). The cluster analysis showed the formation of three groups, differentiated
according to the geographical origin of the genotypes evaluated. All primers showed reproducible
bands, demonstrating their efficiency for genetic mapping and gene tagging in future studies. The
PIC value reflects that allelic diversity and frequency between genotypes were generally high for
the SSR loci tested.
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El género Capsicum se origin6 a lo largo de los Andes de
occidente a noroccidente de Suramérica y comprende
aproximadamente 38 especies silvestres y cultivadas [1-
3]. Su expansion ha seguido una direccion de las agujas
del reloj alrededor de la cuenca amazonica, hacia el
centro, el sur de Brasil y finalmente, hacia el norte de
Centroamérica [4-6].

De las especies aceptadas, solo seis son cultivadas:
Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense, C.
frutescens, C. pubescens y C. Assamicum, siendo un
recurso con un alto valor econémico y hospedero de una
gran diversidad genética intra e interespecifica [7-9] Las
caracteristicas de importancia para la seleccion de
genotipos élites comprenden el tipo de fruta, color, forma,
sabor y fuentes de compuestos relacionados con la salud,
tales como el 4cido ascorbico (vitamina C), carotenoides
(provitamina A), tocoferoles (vitamina E), flavonoides y
capsaicinoides [10-13].

En Colombia, C. chinense se cultiva en diferentes pisos
térmicos (0-2500 m.s.n.m.), mostrando una amplia
plasticidad a las condiciones edafoclimaticas, facilitando
asi la siembra. Fue una de las principales hortalizas de
exportacion durante el 2022, colocando en manifiesto la
necesidad de promover el mejoramiento de las variedades
existentes [14-17].

Varios tipos de marcadores moleculares se han utilizado
en estudios de diversidad, filogenéticos y cartografia en
Capsicum, entre ellos los microsatélites SSR, que
demostraron ser particularmente valiosos debido a su
caracter co-dominante y multi-alélico [18-21]. La
utilizacion de marcadores moleculares en programas de
mejoramiento [22] permitidé acelerar la exploracion de
diversidad y seleccion genotipos. Mientras los analisis
genéticos clasicos han revelado un gran numero de genes
para rasgos de importancia, las tecnologias de
secuenciacion y genotipificacion de nueva generacion,
han generado recursos gendémicos a gran escala y
encontrado la base molecular de caracteres
econdmicamente importantes en el genoma de Capsicum
[23,24].

Con base en lo anterior, el objetivo principal del presente
estudio fue utilizar marcadores SSR fluorescentes para
seleccionar genotipos ¢lite con amplia variabilidad
genética, con el fin de implementar en un futuro una

certificacion de origen geografica para materiales de C.
chinense a ser empleados en programas de mejoramiento.

Se utilizaron 45 accesiones de C. chinense provenientes
de México (seis), Brasil (18) y Colombia (21). Las
semillas de cada accesion fueron sembradas en bandejas
plasticas con turba, mantenidas en invernadero hasta las
tres semanas de edad, donde se tomaron dos hojas por
planta, conservadas en nitrogeno liquido hasta la
extraccion de ADN.

El material vegetal (tejidos jovenes) se macerd en
nitrogeno liquido y se procesd segun el protocolo de
CTAB modificado [25]. La concentracion y calidad del
ADN se estimé por el método espectrofotométrico
estandar, densidad optica de 260 y 280nm en espectro UV
(Colibri Titertek Berthold), integrado con electroforesis
en gel de agarosa al 0.8%. Las muestras de trabajo se
diluyeron en TE 1X 100uL a una concentracion de
trabajo de 20 ng.ml™'.

Se emplearon nueve pares de cebadores SSR
fluorescentes, utilizados previamente [26-28] y que
presentan un alto contenido de informacién polimorfica
(PIC). Estos se distribuyen a través del genoma de
Capsicum, abarcando 9 de sus 12 cromosomas. De
acuerdo con su tamafio molecular, se formaron paneles de
cuatro marcadores por placa. Las amplificaciones de los
SSR con marcaje terminal se realizaron en placas de 96
pozos en un termociclador MultiGene OptMax .

El coctel para PCR, en un volumen de 20uL, contenia 20
ng de ADN genomico; buffer 1X (10 mM de Tris HCI pH
8.8; 50 mM de KCIl, 0.1% de TritonX-100); 0.4 mM de
cloruro de magnesio (MgCI2) 2mM; 2 pmol de cada
cebador (forward y reverse); 0.75 pmol de cada cebador
marcado con fluorocromos (Fam, azul; Pet, rojo; Ned,
amarillo y Vic, verde) (ver tabla 1) y 1U de Taq
polimerasa. Las condiciones de PCR consistieron en 94°C
x 5 min; 94°C x 30s, temperatura de alineamiento (Ta) x
45 s; se repiten 35 ciclos del paso 2 al 4; Imin x 72°C,
con una extension final de Smin x 72°C. La verificacion
del tamafio de los productos de PCR se realiz6 en gel de
agarosa al 2%. En la genotipificacion se empled la
plataforma Applied Biosystems 3730xI (Institute of



Biotechnology-Cornell University, USA). Se procedio
posteriormente a evaluar el tamafio de los alelos con el

ID Marcador Secuencia
EPMS397-F NED-GCACCCTCCCAATACAAATC
EPMS397-R GATCACGGAGAAAGCAAAGG
Gpms-6 -F PET-CAGAGCACTTGACATGCCTT
Gpms-6 -R GATCTTTATAGTAGCTCATCAATA
Hpms 2-24-F FAM-
TCGTATTGGCTTGTGATTTACCG
Hpms 2-24-R TTGAATCGAATACCCGCAGGAG
GPMS93-F VIC-ATCCTTGGCGTATTTTGCAC
GPMS93-R TTCACTTTGCACACAGGCTT
Epms-310-F FAM-
TGGGAAGAGAAATTGTGAAAGC
Epms-310-R AGGAAACATGGTTCAATGCC
Gpms-161-F PET-
CGAAATCCAATAAACGAGTGAAG
Gpms-161-R CCTGTGTGAACAAGTTTTCAGG
Gpms-165-F NED-
GAACAATAATAATTGACAGGACAG
Gpms-165-R AGCCTCGCAGTTTGTTCTTAC
8  Hpmsl-5-F FAM-
CCAAACGAACCGATGAACACTC
Hpms1-5-R GACAATGTTGAAAAAGGTGGAAGAC
9 HpmsEO13-F GCGCCAAGTGAGTTGAATTGAT
HpmsEO13-R VIC-GCGCCAAGTGAGTTGAATTGAT

Se registro el rango de amplificacion de los productos de
los SSR evaluados, generando la matriz de datos. Se
utilizo el software Genetix 4.05® para calcular el niimero
de alelos efectivos (Ne), heterocigosidad observada (Ho),
heterocigosidad esperada (He), indice de informacion de
Shannon (I), estimacién de Nei de diversidad genética y
heterocigosidad imparcial (UHe). Los valores de PIC para
cada SSR se estimaron determinando la frecuencia de
alelos por locus usando la siguiente formula:

PIC =1 —¥x?
Donde:

Pi= frecuencia del alelo i para el locus estudiado
Pj= frecuencia del alelo (i+1)

software GeneMapper 3.7° (Applied Biosystems).

Referencia  Cromosoma Posicion Rango amplificacion
(cM)

[25] P1 145.7 102-117
[25] P2 103 122-172
[26] P9 58.4 187-205
[25] P3 162.5 202-268
[25] P8 58 140-172
[25] P7 1314 184-259
[25] P5 116.4 242-317
[26] P6 63.1 289-323
[27] P10 18.1 256

Valores superiores a 0.5 se consideran muy informativos,
los valores entre 0.25 y 0.5 medianamente informativos y
los valores inferiores a 0.25 poco informativos. La
version del software DARwin 6.0.1.4® se empled para
realizar el Analisis de Componentes Principales (ACP); la
construccion del arbol de disimilitud (dendrograma), por
el método de agrupamiento de vecinos no ponderados
(NJ), para una matriz de disimilitud calculada con el
coeficiente de Jaccard y valores de bootstrap de 1000
réplicas.

El protocolo de CTAB modificado [25] demostrd una alta
eficiencia en la extraccion de ADN. La cuantificacion en
el espectrofotometro (Colibri Titertek Berthold) permitio



cuantificar concentraciones desde 5 a 982 ng.ml’'. La
lectura en la densidad optica a 260 y 280 nm, expreso que
el ADN era adecuado para su amplificacion por PCR (ver
figura 1).

Se utiliz6 un total de nueve pares de marcadores SSR (ver
tabla 2) empleados para analizar la variacion genética en
45 accesiones de C. chinense. Los marcadores revelaron
un total de 114 alelos, con un promedio de 12 alelos por
locus. El tamafio de los alelos oscilé entre 91 y 341 pares
de bases. El nimero de alelos por locus fue variable, de
seis para Hpms 2-24 a 21 para Gpms-161.

El nimero efectivo de alelos (Ne) oscilé entre 1.65
(HpmsEO13) y 9.43 (EPMS397), con un promedio de
4.20 para los nueve cebadores (tabla 3). El indice de
informacién de Shannon (I) oscild entre 0.56 (Hpms 2—
24) y 2.28 (EPMS397), promedio de 1.42. Los valores de
heterocigosidad observada (Ho) oscilaron entre 0.18
(HpmsEO13) y 0.68 (EPMS397 y Gpms-161), promedio
de 0.46. La heterocigosidad esperada (He) oscil6 entre
0.30 (HpmsEO13) y 0.88 (EPMS397), promedio de 0.63.
La heterocigosidad imparcial (UHe) varid6 de 0.30
(HpmsEO13) a 0.92 (EPMS397), promedio de 0.66. El
indice de fijacion genética (F) vari6 de 0.12 (GPMS93) a
0.55 (Hpmsl1-5), promedio de 0.28. Finalmente, el PIC
(contenido de informacion polimorfica) varioé entre 0.41
(Hpms 2-24) y 0.98 (EPMS397), con un promedio de 0.7
(PIC> 0.5), lo que indicé que estos loci contenian una
cantidad considerable de informacion genética que puede

utilizarse en estudios de
germoplasma de Capsicum.

diversidad genética en

Locus Ne I Ho He uHe F PIC
EPMS397 9.43 228 0.68 0.88 092 023 098
Gpms-6 3.47 148 055 0.66 0.69 0.16 0.69
Hpms 2— 0.41
24 1.66 056 021 032 033 034
GPMS93  4.54 .70 0.65 0.75 079 0.12 0.81
Epms-310  4.07 148 058 075 0.79 023 0.71
Gpms-161  5.69 199 0.68 0.82 086 0.17 0.83
Gpms-165  2.27 099 026 044 045 040 0.62
Hpmsl-5  5.01 1.67 034 076 079 0.55 0381
HpmsEO13  1.65 0.60 0.18 030 030 031 044
Media 4.20 142 046 063 0.66 028 0.7
DS 2.44 059 021 022 023 0.14 0.18

La tabla 3 resume los indices de diversidad genética de
las poblaciones Brasil, Colombia y México. Estas
presentaron un indice de Shannon bajo. Las accesiones de
C. chinense con mayor diversidad genética fueron de
Brasil (I=1.622), mientras que las de Colombia
presentaron la menor (I=0.995). Los valores medios de
Ho entre las poblaciones fueron de 0.517 para Brasil,
0.317 para Colombia y 0.543 para Mé¢xico. Los valores
medios de He fueron, en general, superiores a Ho. La tasa
de He mas baja se registré en las accesiones colombianas
(0.491), mientras que la mas alta se presentd en las
accesiones mexicanas (0.719). La estimacion del
coeficiente de endogamia (f) varid en las tres poblaciones
analizadas.



Genotipificacion en introducciones de Capsicum chinense Jacq.
mediante marcadores moleculares SSR fluorescentes

Tabla 3. Resumen de los indices de diversidad poblacional
promediados en nueve loci. Ne = nimero de alelos efectivos =
1/(Sum pi * 2), I = Indice de Shannon = -1*Suma (pi * Ln (pi)),

Ho = heterocigosidad observada = N° de hets/N, He =
heterocigosidad esperada = 1- Suma pi ~ 2; UHe =
heterocigosidad esperada imparcial = (2N/(2N-1)) * He, F =
Indice de fijacién = (He - Ho)/He = 1 - (Ho/He)

Poblacién Ne I Ho He UHe F
Brasil Media 4.939 1.622 0.517 0.687 0.705 0.229
SE 1218 0.223 0.062 0.069 0.071 0.065
Colombia Media 3.168 0.995 0.317 0.491 0.529 0.361
SE 0.679 0.265 0.085 0.125 0.135 0.032
México Media 4.490 1.634 0.543 0.719 0.740 0.253
SE 0.731 0.159 0.073 0.050 0.052 0.082

Estructura genética

El analisis de las variaciones moleculares (AMOVA)
indico6 que la variacion genética dentro de los grupos
contribuy6 con el 65%, mas a la diversidad genética que
entre los grupos (8%) respectivamente (tabla 4), seglin la
distribucion geografica de los genotipos.

Tabla 4. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA) para

accesiones de C. chinense, utilizando marcadores SSR

Est.
Grupos d.f. SS MS Var. %
Entre grupos 2 24.124  12.062 0.287 8%
Entre
individuos 42 170.709  4.065 0.916 27%
Dentro de
individuos 45 100.500  2.233 2.233 65%
Total 89 295.333 3.436  100%

La diferenciacion genética entre las poblaciones (FST =
0.084 en P <0.001) fue significativa como se indica en la
prueba de aleatorizacion Pairwise FST, con valores de
distancia genética entre todas las poblaciones
significativos (P<0,01) (ver tabla 5).

Analisis de conglomerados

Todas las 45 accesiones de C. chinense fueron
discriminadas con éxito por los SSR seleccionados. Estas

se clasificaron en tres grupos, siendo posible la
diferenciacion sobre la base de origen geografico para
cada una de los genotipos evaluados. El primer grupo lo
conformaron 20 accesiones colombianas, el segundo,
siete accesiones mexicanas y el tercer, 18 accesiones
brasilefias (ver figura 2).

Tabla 5. Estadisticos F de Wright para nueve loci dentro de tres

poblaciones de C. chinense

F-Statistics Value P(rand >= data)
Fst 0.084 0.001
Fis 0.291 0.001
Fit 0.350 0.001

Figura 2. Dendrograma de las relaciones genéticas entre 45
introducciones de C. chinense basadas en el polimorfismo SSR.

Analisis de cluster segun el método neighbour-joining
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Analisis de coordenadas principales

Los datos SSR fueron sometidos a PCoA con el fin de
obtener una vision alternativa de las relaciones
filogenéticas entre las introducciones evaluadas (figura
3). En el PCoA bidimensional, las accesiones de C.
chinense se dividieron en tres grupos siguiendo el origen
geografico. Se demostré que existe gran diversidad
genética en los grupos evaluados. Las introducciones
exhibieron una distribucion uniforme a través de los ejes,
similar al patrén mostrado por el dendrograma (figura 3).

Magna Scientia UCEVA 3(1), 2023



En PCoA todas las variedades fueron etiquetadas con
diferentes colores sobre la base de sus diferentes regiones,
para indicar su especificidad de region.
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La diversidad genética de 45 introducciones de C.
chinense se evalud utilizando nueve marcadores micro
satélites. El nivel de polimorfismo entre las poblaciones
evaluadas fue relativamente alto, oscilando entre 66% y
100% con un promedio de 88%. Este alto nivel de
polimorfismo en genotipos de C. Chinense indica que es
una especie altamente polimorfica. La mayoria de los
cebadores evaluados fueron altamente informativos,
excepto los marcadores Hpms 2-24 y HpmsEO13. Todos
los cebadores exhibieron bandas reproducibles, lo que
demuestra su eficiencia para uso en la cartografia
genética y el etiquetado de genes en futuros estudios.

El numero de alelos detectados por locus y la naturaleza
de los alelos presentes en la poblacion son signos
fundamentales de presencia de diversidad alélica. El valor
PIC refleja la diversidad alélica; la frecuencia entre los
genotipos evaluados fue generalmente alta para todos los
loci SSR probados. Estudios relacionados [29-31] indican
que los marcadores basados en micro satélites son
herramientas poderosas para describir las diferencias y
similitudes genéticas y la diversidad entre los genotipos
de Capsicum estudiados, favoreciendo la toma de
decisiones para futuros programas de mejoramiento.

Considerando el indice de riqueza y diversidad alélica, la
variacion de los valores dentro de cada uno de los tres
grupos evaluados, Brasil, Colombia y México (0.687,
0.491, 0.719, respectivamente), son congruentes y un
indicativo de que la diversidad genética puede ser debida
al constante flujo génico entre genotipos distintos. A su
vez, el dendrograma y el ACP reflejan una cantidad
considerable de variacion genética total entre los
genotipos estudiados, con agrupacion en tres grupos
principales, y sus subgrupos.

El presente estudio reveld la diversidad genética dentro
de una colecciéon de germoplasma de C. chinense de
diferentes regiones geograficas. Los SSR fluorescentes
permitieron la discriminacion de los genotipos con base a
su origen eco geografico, en especial marcadores SSR
tales como el EPMS397, GPMS93, Epms-310 y Gpms-
161.

El presente estudio ha logrado cumplir de manera
satisfactoria con su objetivo principal, que consistia en
emplear marcadores SSR fluorescentes con el proposito
de identificar genotipos élite que posean una amplia
variabilidad genética en materiales de C. chinense. Esta
estrategia, disefiada con miras a futuras certificaciones de
origen geografico en programas de mejoramiento, ha
demostrado su potencial para revolucionar las estrategias
de seleccion en el campo del Fitomejoramiento.

La utilizacion de marcadores SSR fluorescentes ha
revelado un panorama mas completo y detallado de la
diversidad genética presente en las poblaciones
estudiadas. Esta herramienta ha superado las limitaciones
de las técnicas convencionales, permitiendo un analisis
mas profundo y preciso de la estructura genética de los
genotipos evaluados. Los resultados obtenidos han
arrojado una rica variedad de perfiles genéticos,
confirmando la eficacia de los marcadores SSR
fluorescentes para discriminar entre genotipos con
similitudes morfoldgicas, pero con diferencias genéticas
sustanciales.

La implementacion de esta estrategia en programas de
Fitomejoramiento abre nuevas puertas hacia la obtencion
de cultivares altamente mejorados. La identificacion de
genotipos élite con amplia variabilidad genética es el
primer paso hacia la generacion de variedades con rasgos
innovadores de productividad y calidad del fruto. Estos
rasgos, esenciales para una produccion sostenible y para



mantener la competitividad en el mercado, son el
resultado directo de la profundizacion en la comprension
de la diversidad genética a través de la tecnologia de
marcadores SSR fluorescentes.

En conclusion, el analisis de diversidad genética
utilizando marcadores SSR fluorescentes ha demostrado
ser una herramienta crucial y eficaz para optimizar las
estrategias de  seleccion en  programas  de
Fitomejoramiento. Los avances obtenidos mediante esta
técnica abren un camino prometedor hacia la creacion de
cultivares mejor adaptados, mas productivos y de mayor
calidad. Asi, esta investigacion no solo satisface su
objetivo inicial de identificar genotipos élite con
variabilidad genética en C. chinense, sino que también
tiene el potencial de revolucionar la industria agricola al
proporcionar las bases para una mejora genética mas
precisa y eficiente.

Los autores leyeron y aprobaron el manuscrito final.

Los autores declaran no tener conflicto de interés. Este
documento solo refleja sus puntos de vista y no el de la
institucion a la que pertenecen.
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