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RESUMEN

En México existe gran diversidad de especies y variedades de chile con gran importancia cultural, gastronémica y
econdmica. La especie domesticada Capsicum annuum agrupa la mayoria de los tipos cultivados y es la mas
importante en México y el mundo; estd importancia radica en la riqueza genética que posee, por ende, existe la
necesidad de estudiarla mediante técnicas moleculares de andlisis genético, por lo que, el objetivo fue analizar
variedades de C. annuum de polinizacién libre y variedades criollas entre si, mediante marcadores RAPD
(polimorfismo del ADN amplificado al azar), para medir la eficiencia de los iniciadores OPA y la deteccion de
polimorfismos. Se utilizaron seis variedades de C. annuum del tipo “ancho” y “mirasol”, clasificadas en variedades
de polinizacién libre y criollas. Las variedades fueron sometidas a un andlisis RAPD con los iniciadores OPA 02,
OPA 11 y OPA 20. Los resultados obtenidos mostraron poca variabilidad entre las seis variedades de C. annuum y el
dendograma mostro dos agrupaciones principales, clasificandolas de acuerdo a su nivel tecnoldgico. Por lo que, los
RAPD son una herramienta Util en la deteccion de variacion y poseen gran poder para la estimacion de las
similitudes genéticas en C. annuum.

Palabras clave: Marcadores moleculares; filogenética; variacion genética.

SUMMARY
In Mexico there is a great diversity of species and varieties of chile with great cultural, gastronomic and economic
importance. The domesticated species Capsicum annuum groups most of the cultivated types and is the most
important in Mexico and the world; it is important to consider the genetic richness, therefore, there is a need to study
it through molecular techniques of genetic analysis. For that reason, the objective was to analyze C. annuum varieties
of free pollination and creole varieties among themselves, using RAPD markers (random amplified DNA
polymorphism), to measure the efficiency of OPA primers and the detection of polymorphisms. Six varieties of C.
annuum of the "ancho™ and "mirasol" types we used, classified in free pollination and criollas varieties. The varieties
they submitted to a RAPD analysis with the initiators OPA 02, OPA 11 and OPA 20. The results showed little
variability between the six varieties of C. annuum and the dendogram showed two main groups, classifying them
according to their technological level. Therefore, the RAPD are a useful tool in the detection of variation and have
great power for the estimation of the genetic similarities in C. annuum.
Key words: Molecular markers; phylogenetic; genetic variation.
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INTRODUCCION

La especie Capsicum annuum se cultiva
principalmente en los estados de Chihuahua (chile
jalapefio 'y chilaca), Sinaloa (chile Anaheim),
Zacatecas (chile poblano), San Luis Potosi (chile
serrano), Sonora (chile poblano, jalapefio, Anaheim,
serrano y Bell pepper), Michoacan (chile jalapefio),
Guanajuato (chile poblano) y Tamaulipas (chile
serrano) (SAGARPA, 2016); y presentan la mayor
variabilidad morfoldgica en tamafio, forma, color de
frutos, asi como la mayor variabilidad genética
(Hernandez et al., 2001).

Con el uso de modernas herramientas biotecnolégicas
diversas estrategias de analisis genético estan
disponibles y se han aplicado en el estudio de los
recursos fitogenéticos. Entre estas herramientas se
encuentran los marcadores moleculares que pueden
ser definidos como cualquier diferencia no tipica
controlada genéticamente. Se puede considerar como
marcador a cualquier molécula orgénica e inorganica,
que sea caracteristica de un organismo 0 proceso
(Azofeifa, 2006).

Los marcadores del ADN se basan en el andlisis de
las diferencias en pequefias secuencias del ADN entre
individuos. Las técnicas empleadas para ello son muy
diversas y dan el nombre a los distintos tipos de
marcadores, los cuales pueden ser de caracter
dominante o codominante (Rentaria, 2007). Entre los
anélisis con marcadores moleculares de ADN se
encuentran: a) polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLPs), b) amplificacién
aleatoria de ADN polimérfico (RAPDs), ¢)
amplificacion arbitraria por reaccién en cadena de la
polimerasa (AP-PCR), d) huella genética de ADN
amplificado  (DAFs), e) polimorfismos de
microsatélites amplificados al azar (RAMPOs), f)
polimorfismos en la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLPs) y @) secuencias simples
repetidas o microsatélites (SSRs); todas éstas son
estrategias  utilizadas en Capsicum para la
caracterizaciébn molecular (Oyama et al., 2006;
Pacheco et al., 2012).

Los marcadores moleculares comparados con analisis
morfologicos o de proteinas tienen la ventaja de
detectar las variaciones directas en el ADN, se
comportan de manera estable, carecen de efectos
pleiotropicos y no son afectados por el ambiente.
Estos métodos moleculares se basan en la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) y permiten
caracterizar genomas de diferentes organismos,
detectar y aislar genes, asi como diferenciar

organismos relacionados genéticamente (Rentaria,
2007).

Los marcadores RAPD son un sistema de deteccion
de polimorfismos en la secuencia de ADN, que
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consiste en la amplificacién de ADN con iniciadores
pequefios (generalmente de diez nucledtidos de
longitud) de secuencias aleatorias no palindrémicas.
La presencia o0 la ausencia de las bandas entre
individuos se deben a cambios en la secuencia (o la
perdida) de los sitios a los que se alinea el iniciador
(Rentaria, 2007).

En Zacatecas el cultivo de C. annuum es de
importancia econémica y alimentaria, es una fuente
importante de empleos directos durante el ciclo
agricola primavera verano. En 2016 se dedicaron a
este cultivo aproximadamente 41,000 ha, lo que
represento el 31.5% de la superficie destinada para su
cultivo a nivel nacional, donde se obtuvo
aproximadamente el 19% del total nacional de la
produccion de chile, esto puede atribuirse a que en el
estado de Zacatecas se obtienen en promedio 10.29
ton hal en comparacion con las 17.52 ton ha que
reporta  SIAP-SAGARPA  como  rendimiento
promedio nacional (SIAP-SAGARPA, 2017). Se
estima que en México el consumo per cépita es de 16
kg de C. annuum en fresco al afio (SAGARPA, 2017),
mientras que de arroz (Oryza sativa) es de 7 kg y de
frijol (Phaseolus vulgaris) 11 kg (Delgadillo et al.,
2016), es ahi donde radica la importancia alimentaria
de dicho cultivo.

Las variedades de C. annuum se clasifican en tres
categorias segun el nivel tecnolégico empleado: (1)
variedades hibridas, (2) variedades de polinizacion
libre y (3) variedades criollas. Los hibridos en teoria
representan el nivel tecnol6gico més alto, mientras
que los criollos el nivel més bajo. Por lo que, el
objetivo de este estudio fue analizar variedades de C.
annuum de polinizacién libre y variedades criollas
entre si, mediante marcadores RAPD, para medir la
eficiencia de los iniciadores OPA vy la deteccion de
polimorfismos en C. annuum.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y extraccion de ADN

El material vegetal que se utilizd fueron plantulas de
C. annuum proporcionadas por el INIFAP (Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias) campo experimental Zacatecas (CEZAC).
Las variedades utilizadas fueron de dos tipos: ancho y
mirasol.
Tipo ancho con las variedades:

e Testigo Calera (criollo)

e Tres venas villista 1 (criollo)

e Dos venas villista 2 (criollo)
Tipo mirasol con las variedades:

e 2 venas INIFAP (criollo)

e Don Luis, SLP (polinizacién libre)

e Don Ramdn, SLP (polinizacion libre)
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Se trabajo con hojas sanas y frescas de plantas de
chile de 18 semanas de desarrollo, la siembra de la
plantula se realizd en invernadero, con 10 individuos
por variedad. En cada una de las poblaciones se
registré la informacién en forma grupal.

Extraccion del ADN

Del material vegetal solo se uso el tejido foliar, éste
se desprendio con pinzas metalicas evitando en todo
momento el contacto directo con las hojas para no
contaminar con enzimas DNAasas exdgenas. El tejido
foliar fue molido en mortero y con nitrégeno liquido.
Inmediatamente se pesaron 100 mg de tejido
pulverizado en un Eppendorf, utilizando una balanza
semianalitica, y se procedid a la extraccion de ADN
utilizando el kit DNeasy Plant Mini, siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Cuantificacion del ADN

La cuantificacién del acido nucleico obtenido de cada
muestra se llevd a cabo en un espectrofotometro
(Quawell UV spectrophotometers Q5000); su pureza
fue determinada considerando relaciones de
absorbancia de 260/280 y 260/230 nm.

Amplificacién del ADN

El ADN extraido se us6 como molde para su
amplificacién en las subsecuentes reacciones en
cadena de la polimerasa (Mullis, 1990). Para la PCR
se us6 como control los iniciadores que amplifican el
gen  B-tubulina de  expresion  constitutiva
(housekeeping) con el fin de verificar la viabilidad de
amplificacién del ADN gendmico extraido (B-tub
forward 1.5~ ATGCAAGAAAGCCTTGCGAC-3’;
B—tub reverse 2: 5
TTTGCAGTATCTCAGTGTTC-3).

La PCR se llevd a cabo con las mezclas de reaccion
conteniendo: 50-78 ng de ADN gendmico
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aproximadamente, 2 mM de MgCl,, 0.4 uM dNTPs,
0.6 mM de B Tubulina, 1.25 U de Tag ADN
polimerasa, 1X Buffer de KCI, en un volumen final
de 25 pL.

El programa de amplificacidn fue: 2 minutos a 95 °C,
seguido por 5 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 30
segundos a 58 °C, 45 segundos a 72 °C, y un paso
final a 72 °C por 5 minutos. ElI molde resultante se
almaceno en refrigeracion hasta su uso (Flores et al.,
2008). Para realizar RAPD’s se eligieron tres
iniciadores: 1) OPA 02, 2) OPA 11 y 3) OPA 20
sintetizados por invitrogen (Tabla 1) (Gonzalez et al.,
2011).

Se realizé la PCR con las mezclas de reaccidon que
contenian; 50-78 ng de ADN gendmico
aproximadamente; 2 mM de MgCly; 0.4 uM dNTPs;
0.4 uM de cada iniciador; 1 unidad de Taq ADN
polimerasa; 1X Buffer de (NH.).SO4; en un volumen
final de 25 pL. Después el ADN fue amplificado en
un termociclador Thermal Cycler. El programa de
amplificacion fue: 2 minutos a 95°C seguido por 44
ciclos a: 95°C por 30 segundos, 1 minuto a 36°C, 45
segundos a 72°C, y un ciclo final a 72°C por 5
minutos (Gonzélez et al., 2011).

Electroforesis

El grado de pureza e integridad fisica de ADN fue
evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8% para DNA y 1.5% para productos amplificados,
en un sistema continuo a base de TAE 1X (Tris, &cido
acetico, EDTA) con bromuro de etidio. El
corrimiento se realiz6 durante 50 min a 80 V cm™
constantes. Los geles fueron visualizados mediante
irradiacion con luz ultravioleta en un transiluminador
(Wise UV wuv-L50). Se document6 el patron
electroforético logrado en un fotodocumentador
EDAS (Electrophoresis Documentation and Analysis
Sistem) con sistema de analisis (kodak 1200 digital
science) (Flores et al., 2008).

Tabla 1. Porciento de polimorfismo en seis variedades de C. annuum.

- Secuencia de Total de bandas Total de bandas . . Ef'.C'.enC'a
Iniciador L P o . % de polimorfismo iniciador
iniciador (5"- 3") amplificadas Polimorficas %)
OPA 02 TGCCGAGCTG 11 5 45.45 36.66
OPA 11 CAATCGCCGT 8 1 12,5 26.66
OPA 20 GTTGCGATCC 11 3 27.27 36.66
Total 30 9 30 -
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Anélisis de los datos obtenidos

Estimacion del tamafio, denominacién y analisis de
las bandas de ADN. A partir de la imagen realizada
al gel de electroforesis de agarosa se procedid a la
estimacion del tamafio y la denominacién de las
bandas obtenidas.

Analisis de similitud y dendograma. Con los
resultados de la amplificacion se elabord una matriz
de resultados 0/1 donde se evalud las bandas como
ausente (0) o presente (1) para cada uno de los
materiales estudiados. Las estimaciones de similitud
genética mediante la matriz obtenida se calcularon de
acuerdo al indice de similitud de Jaccard (1908). Se
construyd un dendrograma usando la técnica Cluster
analisis empleando el método de agrupamiento media
aritmética no ponderada (UPGMA) (Sneath y Sokal,
1973). Ademas, se realizd la prueba estadistica
Boostrap con 5000 remuestreos. Todos los andlisis
estadisticos, visualizacion y edicion de dendrograma
se llevaron a cabo mediante tres softwares Free Tree,
Tree View y Fig Tree (Hampl et al., 2001).

Analisis de los polimorfismos obtenidos por cada
iniciador. A partir de la matriz de 0/1 creada por los
patrones de bandas se identificaron las bandas
comunes 0 monomorficas (que aparecen en todas las
variedades) y bandas polimdrficas (que aparecen sélo
en algunas variedades) amplificadas por un iniciador.
Con base en esto, se calculd el porcentaje de
polimorfismo que se obtuvo con cada iniciador,
ademads se determind el porcentaje de eficiencia de un
iniciador, esto se estimé como un porcentaje del
namero total de bandas amplificadas por el iniciador
entre el ndmero total de bandas amplificadas por
todos los iniciadores a través de todas las variedades,
el cual representa la disponibilidad de secuencias
complementarias al iniciador en el genoma (Vos et
al., 1995; Alberti et al., 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo ADN gendmico a una concentracion
promedio de 14 ng/uL. En los ensayos de tipo RAPD
se emplearon tres iniciadores: OPA 02, OPA 11, OPA
20. Las figuras 1, 2 y 3 muestran el patrén de bandeo
obtenido con los iniciadores para todas las variedades
empleadas. Con todos los iniciadores se obtuvieron
productos de amplificacion. Una banda polimérfica se
defini6 como aquella que estd presente a una
frecuencia mayor al 1% y menor al 100% (Lewin,
1997). Por lo tanto, una banda que esté presente en
todos los patrones génicos tendra una frecuencia del
100% vy es llamada banda no polimdrfica. En el
analisis de similitud y dendograma solo se
consideraron aquellas bandas que se distinguieron
como presentes 0 ausentes dadas las condiciones
propias de cada gel. Se tomaron como idénticas las
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bandas que tuvieron el mismo tamafio de pares de
bases (pb), la intensidad de las bandas no fue
considerada un factor de polimorfismo. La
visualizacién en gel de agarosa no presentd
degradacion, mostrandose integro el ADN en las seis
muestras analizadas.

Los tres iniciadores empleados amplificaron
satisfactoriamente y produjeron un total de 30 bandas,
con un promedio de 10 bandas por iniciador. El
iniciador OPA 02 amplificé un total de 11 bandas
(figura 1), OPA 11 amplificé 8 (figura 2) y OPA 20
amplific6 11 (figura 3). De las 30 bandas
amplificadas, s6lo 9 fueron polimdrficas, siendo OPA
02 el iniciador que aporté mayor porcentaje de
polimorfismo con 45.45% debido a la amplificacion
de 5 de estas bandas (tabla 1).

El porcentaje de polimorfismos de los iniciadores fue
menor a lo reportado por Gonzalez et al. (2011). Ellos
reportan valores de 66.7% para OPA 11 y 81.25%
para OPA 20. Asi mismo Bhadragoudar vy
Chandrasherkhar (2011) reportaron un valor de 75%
para OPA 11, estos valores pueden considerarse como
altos en comparacién con lo que se obtuvo en este
trabajo que fue de 12.5% para OPA 11 (tabla 1). Los
resultados de la tabla 1 pudieran deberse a las
variaciones del método empleado, sin embargo, para
el caso de OPA 02 los valores son semejantes a los de
Gonzélez et al. (2011) y Tamay et al. (2013) con
valores entre 40% y 50% de polimorfismos.

La eficiencia correspondiente a la amplificacion de
los iniciadores oscila entre 26.66% (OPA 11) y
36.66% (OPA 02 y OPA20) (tabla 1). Estos valores
del iniciador indican una amplia zona del genoma que
complementa y permite el apareamiento de bases
entre el iniciador y el ADN gendmico. Ademas, se ha
sugerido que la alta eficiencia se correlaciona
positivamente con el alto contenido de GC del
amplificado (Fristch et al., 1993; Karp y Edwards,
1997). Esta sugerencia, sin embargo, no coincide con
los resultados del presente trabajo como se observa en
el OPA 02 (con 70% GC) y el iniciador OPA 20 (con
60% GC) que tienen eficiencias equivalentes a
36.66% cada uno. La eficiencia depende del nimero
total de bandas amplificadas por el iniciador y esto
incluye las mas comunes (monomorficas) que
representan secuencias conservadas, siendo un
pardmetro poco informativo para la diferenciacion,
por lo tanto, a pesar de poseer la misma eficiencia de
amplificacién OPA 20 y OPA 02, este tltimo posee el
poder discriminatorio mas alto.

El coeficiente de similitud varié desde 0.74 hasta 0.96
con un valor medio de 0.85 (tabla 2). El grado de
similitud entre las variedades de chile ancho tres
venas villista y mirasol Don Luis, SLP; y ancho
testigo Calera y mirasol Don Luis, SLP mostro la
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variacion genética mas alta con el valor para los entre mirasol Don Luis, SLP y mirasol Don Ramdn,
coeficientes de similitud de 0.74 y 0.75, SLP.

respectivamente (tabla 2). Considerando que, se

encontrd que el valor de similitud mas alto de 0.96
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r vy \ i, 1, LA SNy
Figura 1. RAPD con los iniciadores OPA 02. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con BrEt. Carril 1)
marcador de tamafio molecular (DirectLoad™ Wide Range DNA Marker). Carril 2) Ancho testigo Calera. Carril 3)
Ancho tres venas villista 1. Carril 4) Ancho dos venas villista 2. Carril 5) Mirasol 2 venas INIFAP. Carril 6) Mirasol

Don Luis, SLP. Carril 7) Mirasol Don Ramon, SLP. Carril 8) Control negativo (agua). Los nimeros dentro de cada
gel indican las bandas polimérficas analizadas.

4,000 pb__ i
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Figura 2. RAPD con los iniciadores OPA 11. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con BrEt. Carril 1)
marcador de tamafio molecular (DirectLoad™ Wide Range DNA Marker). Carril 2) Ancho testigo Calera. Carril 3)
Ancho tres venas villista 1. Carril 4) Ancho dos venas villista 2. Carril 5) Mirasol 2 venas INIFAP. Carril 6) Mirasol
Don Luis, SLP. Carril 7) Mirasol Don Ramon, SLP. Carril 8) Control negativo (agua). Los nimeros dentro de cada
gel indican las bandas analizadas.
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AR

Figura 3. RAPD con los iniciadores OPA 20. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con BrEt. Carril 1)
marcador de tamafio molecular (DirectLoad™ Wide Range DNA Marker). Carril 2) Ancho testigo Calera. Carril 3)
Ancho tres venas villista 1. Carril 4) Ancho dos venas villista 2. Carril 5) Mirasol 2 venas INIFAP. Carril 6) Mirasol
Don Luis, SLP. Carril 7) Mirasol Don Ramon, SLP. Carril 8) Control negativo (agua). Los nimeros dentro de cada

gel indican las bandas analizadas.

Tabla 2. Matriz de distancia genética entre las seis variedades de Capsicum annuum como se deduce de los

marcadores RAPD.

1 2 3 4 5 6
1 0
2 0.91304 0
3 0.88000 0.87500 0
4 0.84615 0.84000 0.88462 0
5 0.75000 0.74074 0.85185 0.82143 0
6 0.77778 0.76923 0.88462 0.85185 0.96154 0

1) Ancho testigo Calera, 2) Ancho tres venas villista 1, 3) Ancho dos venas villista 2, 4) Mirasol 2 venas INIFAP, 5)

Mirasol Don Luis, SLP y 6) Mirasol Don Ramén, SLP.

Los resultados de similitud que se obtuvieron indican
poca variabilidad. Una posible respuesta esta dada por
la estrecha relacion filogenética de los materiales
empleados, asi como la eleccion de los iniciadores y
la naturaleza de este tipo de marcadores los cuales, al
ser arbitrarios, pudieron hibridar en regiones del ADN
gue no estaban relacionadas con el caracter
diferenciador. A pesar de esto, los valores que se
obtuvieron, tienen una correspondencia con el nivel
tecnoldgico de estas variedades, como se puede
observar en los grupos de mayor variacién en donde
se contraponen variedades criollas con variedades de
polinizacion libre, y en el grupo de mayor similitud
donde se comparte el nivel tecnolégico de
polinizacion libre. Demostrando la capacidad de la
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técnica RAPD para diferenciar y agrupar variedades
segln su nivel tecnoldgico.

A pesar de la alta similitud genética presentada por
los materiales, los RAPD han demostrado la gran
capacidad que poseen para medir la variabilidad
genética, sobre todo en estudios de diversidad, sin
embargo en estos estudios se presentan diferentes
objetivos, como la colecta, caracterizacion,
multiplicacién, conservacion, evaluacion,
enriquecimiento genético, mejoramiento de cultivos e
intercambio de germoplasma (Pacheco et al., 2012;
Kraft et al., 2013; Kraft et al., 2014; Pérez et al.,
2015), y usando principalmente materiales silvestres
0 procedentes de programas de mejoramiento y
bancos de germoplasma, a diferencia de los
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materiales utilizados en la presente investigacion, que
son de uso comun entre los agricultores de la regién
como es el caso de los materiales de C. annuum
criollos y un poco mas restringidos los de C. annuum
de polinizacidn libre pero disponibles en calidad de
certificados.

Con los resultados obtenidos del indice de similitud
de Jaccard (1908) se generé un dendrograma que
agrupa las variedades de C. annuum utilizando el
método de analisis UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic averages) (Sneath y Sokal,
1973). El cual divide a las seis variedades de C.
annuum en dos grupos principales con los cédigos
(A) y (B) (figura 4). El grupo (A) posee la rama mas
fuerte, con un 87%, se conforma con las variedades
de C. annuum de polinizacién libre, las cuales son
mirasol Don Luis, SLP y mirasol Don Ramén, SLP.
El grupo (B) lo integran las variedades criollas de
calidad, presentando un 36% de robustez en el
agrupamiento, el cual se divide en dos subgrupos con
los cddigos (C) y (D) mostrando un 54% y 26% de
robustez respectivamente, el subgrupo C conformado
con las variedades ancho testigo Calera y ancho tres
venas villista, y el subgrupo D con mirasol dos venas
INIFAP y ancho dos venas villista 2 (figura 4).

Bobadilla-Larios et al., 2017

A pesar que no se obtuvo una alta variacion genética
entre variedades de C. annuum, en el dendrograma
obtenido se observa que los iniciadores OPA
utilizados en este estudio lograron agrupar
coherentemente a las variedades diferenciando a
variedades de polinizacion libre grupo (A), y a las
variedades criollas de calidad grupo (B), denotando
variabilidad entre materiales debido a su nivel
tecnoldgico, que implica la capacidad de identificar a
base de RAPD los materiales con mayor uniformidad
genética, debida a su proceso de seleccion y
mejoramiento, el subgrupo (D), de variedades criollas
con la caracteristica “dos venas” se integré por los
grupos: A3 y M4; una perteneciente al tipo mirasol y
la otra a tipo ancho, esta agrupacion resulta
interesante, ya que comparten el mismo caracter
morfolégico (dos venas), tomando en cuenta que esté
se utiliza como wuna -caracteristica para lograr
uniformidad al llevar a cabo la seleccion de criollos
de calidad, el proceder de un origen de seleccion
parecido puede ser motivo de la similitud presente
entre este grupo, aunque el hecho de que la variedad
mirasol no se agrupara con las variedades de su
mismo tipo se puede deber a que estas son de
polinizacién libre, y provienen de la autofecundacion
controlada de un solo progenitor con alta pureza
genética, con subsiguientes selecciones, que derivan
de una alta homologia entre las mismas.

. arhuiim Al

. antliing A2

C annlim A3

C. anmium M4

C anmuum M5

anm
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Figura 4. Distancias genéticas entre los genotipos de C. annuum estudiados. Obtenidas por el analisis RAPDs
utilizando el indice de similitud de Jaccard (1908), y el método de agrupamiento UPGMA. EI ndmero en los nodos,
corresponden al valor de robustez de los datos (Bootstrap) que soporta a la rama del arbol después de 5000 réplicas.
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Por ultimo, el subgrupo C, con ancho testigo Calera y
ancho tres venas villista, la primera no paso por el
proceso de seleccion de I6culos o venas, esta fue la
agrupacién con el segundo nivel de més alta similitud
con un coeficiente de 0.91 (tabla 2). Todas estas
agrupaciones denotan alta similitud genética en la
secuencia de estas variedades, reflejada en la poca
variabilidad obtenida, pero se logran diferenciar,
corroborando que estos marcadores moleculares
poseen potencial en el analisis molecular de C.
annuum.

CONCLUSION

Los marcadores RAPD mostraron variacién genética
entre las variedades utilizadas de C. annuum, las
variaciones se agruparon segun su nivel tecnolégico
(criollo o polinizacion libre). El valor de los
iniciadores indica que OPA 02 es el mas polimorfico
y el OPA 20 el que mas fragmentos generd. Es decir,
el uso de marcadores RAPD permite identificar la
variabilidad genética y polimorfismo genético que
existe entre las diferentes variedades de C. annuum.
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