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RESUMEN

La alta variabilidad genética existente en aji dulce
hace necesaria la obtencién de un material homogéneo,
tanto agronémico como culinario, y la caracterizacién
molecular facilita el estudio de la diversidad genética
entre materiales que puedan ser incluidos en los
programas de mejoramiento genético. El objetivo
del presente estudio fue caracterizar molecularmente
12 accesiones de aji del Banco de Germoplasma del
INIA-CENIAP mediante 12 marcadores RAPD.
Se utilizé tejido foliar para la extracciéon de ADN
y la separacién de los productos PCR-RAPD fue
en geles de agarosa 1,5%. LLa mejor resolucién para
evaluar la variabilidad y el polimorfismo genético entre
las accesiones, se observé en los cebadores OPA 02,

OPE 03 y OPE 04. Se generaron 39 fragmentos,
de los cuales 27 fueron polimérficos (69,23%). La
matriz de presencia y ausencia permiti6 calcular
porcentaje de polimorfismo, PIC y realizar el analisis
multivariado de conglomerados jerarquicos UPGMA
(dendrograma), utilizando la distancia Jaccard. Los

ABSTRACT

The high genetic variability existing in sweet pepper
makes it necessary to obtain homogeneous material, both
agronomic and culinary, and molecular characterization
facilitates the study of genetic diversity between materials
that can be included in genetic improvement programs.
The objective of the present study was molecularly
characterized 12 pepper accessions from the INIA-
CENIAP germplasm bank, using 12 RAPD
markers. Leaf tissue was used for DNA extraction,
and PCR-RAPD products were separated on 1.5%
agarose gels. The best resolution for assessing genetic
variability and polymorphism among accessions was
observed with primers OPA 02, OPE 03 and OPE
04. 39 fragments were generated, of which 27 were
polymorphic (69,23%). The presence-absence matrix
allowed calculating the polymorphism percentage, PIC,
multivariate cluster analysis UPGMA (dendrogram),
using Jaccard distance. The similarity values among the

studied genotypes range from 0.00 to 0.77. OPE 03
provided the highest polymorphic information (78.57%)
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valores de similitud entre los genotipos estudiados
oscilaron entre 0,00 y 0,77. El OPE 03 aport6 la
mayor informacién polimérfica (78,57%) y PIC
= 0,34. El analisis UPGMA generé dos grupos
discriminantes, el Grupo I y distancia de similitud
de 0,20; las accesiones: OSP-HOR-10-988, OSP-
HOR-10-399, OSP-HOR-14-981 (ajies dulces),
OSP-HOR-14-726 (aji dulce y de semillas pican-
tes), OSP-HOR-19-1047 y OSP-HOR-19-1046
(aji picante). El Grupo Il y distancia 0,23: OSP-
HOR-10991,OSP-HOR-14-727, OSP-HOR-10-989,
OSP-HOR-10-995, OSP-HOR-11-479 y OSP-
HOR-12-1048 (ajies dulces). Las coordenadas 1 y
2 del ACP explicaron el 44,88% de la variabilidad
acumulada. Se evidencié la formacién de un grupo
adicional al mostrado en el dendrograma, sélo con
la accesion OSP-HOR-19-1046 (picante y de otra
especie del género Capsicum). El analisis molecular
reflejé una variabilidad genética y separé los mate-
riales de ajies en grupos discriminantes, asociadas
posiblemente con la presencia/ausencia de pungencia
en las accesiones.

Palabras clave: Distancia genética, germoplasma,
PCR, polimorfismo genético.

INTRODUCCION

El aji es uno de los cultivos més importantes a
nivel mundial, debido a que sus frutos son ampliamente
utilizados en la gastronomia y la agroindustria. En
Venezuela, es un cultivo importante por su alto rendimiento
y alta demanda en los estados Anzoategui, Bolivar,
Sucre, Monagas y Nueva Esparta, lo cual lo hace

rentable (Montano, 2000; Viafara-Vega et al., 2024).

Las investigaciones de su origen genético y
procesos evolutivos son fundamentales para preservar
la agrodiversidad y encontrar nuevas fuentes de
varlacién que puedan ser ttiles en futuros programas
de mejoramiento genético. El centro de origen esta
ubicado en las regiones tropicales y sub-tropicales de
América (Villota-Cerén et al., 2012; Ortega-Albero
etal., 2024). En México existe la mayor variabilidad
genética a nivel mundial y se debe a la diversidad de
climas, suelo y los procesos evolutivos por el manejo

humano (Pefia, 2020).

Botanicamente, el género Capsicum pertenece
a la familia Solanaceae y comprende un conjunto

and PIC=0.34. The UPGMA analysis generated two
discriminant groups, Group I and similarity distance
of 0.20; the accessions: OSP-HOR-10-988, OSP-
HOR-10-399, OSP-HOR-14-981 (sweet peppers),
OSP-HOR-14-726 (sweet and hot seed peppers),
OSP-HOR-19-1047 and OSP-HOR-19-1046
(hot peppers). Group II and distance 0.23: OSP-
HOR-10991, OSP-HOR-14-727, OSP-HOR-10-989,
OSP-HOR-10-995, OSP-HOR-11-479 and OSP-
HOR-12-1048 (all sweet peppers). PCA coordinates |
and 2 explained 44.88% of the accumulated varability.
The formation of an additional group to that shown in
the dendrogram was evident only with the accession
OSP-HOR-19-1046 (hot and from another species
of the Capsicum genus). Molecular analysis reflected
genetic variability and separated the chili pepper
materials into distinct groups, possibly associated with
the presence/absence of pungency in the accessions.

Key words: Genetic distance, genetic polymorphism,
germplasm, PCR.

de plantas semi-arbustivas perennes. Las especies
cultivadas se consideran autégamas; sin embargo,
existe cierto grado de polinizacién cruzada (Nuez et
al., 1996; Barboza et al., 2022). Varios estudios en
ajies domesticados han concluido que su variabilidad
es baja, en comparacién con ajies silvestres (Larekeng
et al., 2019). Hay cinco especies domesticadas y
mundialmente reconocidas en las que se incluyen:
C. annuum L. variedad annuum, C. frutescens L.,
C. chinense Jacq., C. baccatum Jacq. y C. pubescens;
siendo C. annuum el mas popular e importante de
las especies, seguido por C. frutescens (Renganathan
etal.,,2017; Liuet al., 2023; Hasan et al., 2024).
Algunas variedades son famosas por su pungencia
atribuida al contenido de capsaicina, asi como por el
color rojo en los frutos debido al pigmento capsantina,
y poseen un elevado valor nutritivo principalmente
vitaminas A, C, BI, B.,EyD,yuna elevada cantidad
de antioxidantes (FAO, 2006; Hartanto, 2016;
Nkansah et al., 2017).

Las poblaciones de Capsicum muestran semejanza
con su morfometria, por lo que se han caracterizado con
base a descriptores morfolégicos y agronémicos y en la
mayoria de los casos la identificacién del germoplasma
se realiza normalmente por sus descripciones visuales
y parametros morfolégicos. Con el advenimiento de
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las herramientas biotecnolégicas, diversas estrategias
estan disponibles para la caracterizacién y analisis
genético del género Capsicum, lo cual ha conllevado a
su aplicacién en el estudio de este recurso fitogenético

(Subbaetal.,2014; Pérez-Castafieda et al., 2015).

Los marcadores moleculares son ttiles para
determinar la diversidad genética de material vegetal
dentro de una poblacién y entre especies, generando
informacién clave para las colecciones de los bancos de
germoplasma. En ese sentido, los marcadores de tipo
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
han sido ampliamente utilizados en caracterizacién
de la diversidad genética en Capsicum con fines
de mejoramiento genético (Gonzalez et al., 2011;
Pavlovic et al., 2012; Raza et al., 2018). Con base
a lo expuesto anteriormente, en el presente estudio
se planteé el objetivo de caracterizar molecularmente
accesiones de aji de Venezuela mediante el uso de

marcadores RAPD.

MATERIALES Y METODOS

El analisis molecular se realizé en el LLaboratorio
de Genética Molecular del Centro de Investigaciones
en Biotecnologia Agricola (CIBA), adscrito a la
Coordinacién de Investigacién de la Facultad de
Agronomia, Universidad Central de Venezuela,
Campus Maracay. Se utilizaron plantulas de 12
accesiones de aji del Banco de Germoplasma del

INIA-CENIAP, Maracay (Cuadro 1).

Las 12 accesiones del presente estudio fueron
obtenidas a través de varios procesos de seleccién
por parte del personal del Banco de Germoplasma
INIA-CENIAP basandose en la uniformidad de
los frutos para cada accesién. El proceso de seleccién
y multiplicacién de semillas se llevé a cabo en una
casa de cultivo destinada para tal fin y aunque las
especies cultivadas se consideran autégamas puede
existir polinizacién cruzada, lo cual pudiera favorecer
la variabilidad genética del género Capsicum.

Extracciéon de ADN

El material vegetal consistié en tejido foliar joven
sin dafios mecanicos y libre de enfermedades visibles
sembradas en bolsas de polietileno y colectado a los
40 dias después de la emergencia. Las plantulas
estuvieron ubicadas en el invernadero de la Catedra de
Fisiologia Vegetal del Instituto de Botanica Agricola,
Facultad de Agronomia, Universidad Central de
Venezuela, Campus Maracay. El tejido vegetal fue
transportado al Laboratorio de Genética Molecular
del CIBA, en una cava térmica con hielo.

La extracciéon del ADN se realizé siguiendo la
metodologia descrita por Dellaporta et al. (1983), con
algunas modificaciones del Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT, Colombia), macerando
el tejido foliar en mortero con nitrégeno liquido. En
tubos de 1,5 mL se colocé el tejido de cada muestra
pulverizado (200 mg) y 940 uL. de tampén de

Cuadro 1. Accesiones de aji (Capsicum spp.) del Banco de Germoplasma del INIA-CENIAP.

Accesiones Procedencia Latitud Longitud
Localidad Estado

1. OSP-HOR-12-1048 Cumana Sucre 10°27°14"'N 64°27°'57"'0
2. OSP-HOR-11-479 Colonia Tovar Aragua 10°25'N 67°18'0
3. OSP-HOR-10-995 Maracay Aragua 10°25'N 67°18'0
4. OSP-HOR-14-727 Margarita Nueva Esparta 11°01'39"'N 63°51'46"'0
5. OSP-HOR-10-989 Maracay Aragua 10°25'N 67°18'0
6. OSP-HOR-10-991 Colonia Tovar Aragua 10°25'N 67°18'0
7. OSP-HOR-10-988 Colonia Tovar Aragua 10°25'N 67°18'0
8. OSP-HOR-10-399 Colonia Tovar Aragua 10°25'N 67°18'0
9. OSP-HOR-14-726 Margarita Nueva Esparta 11°01'39"'N 63°51'46"'0
10. OSP-HOR-14-981 Maracay Aragua 10°25'N 67°18'0
11. OSP-HOR-19-1047 Maracay Aragua 10°25'N 67°18'0
12. OSP-HOR-19-1046 Maracay Aragua 10°25'N 67°18'0
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Figura 1. Forma y coloracién de los frutos de las 12 accesiones de aji.

extraccion (100 mM Tns HCI, pH 8,0; 50 mM
EDTA, pH 8,0; 500 mM NaCl; 1,25% SDS). El
protocolo se describe a continuacién: Los tubos fueron
incubados a 65°C durante 45 min, con agitacién
cada 5 min. Luego se agregé acetato de sodio 5 M
(5°C) y se mezclé suavemente e incub6 sobre hielo
por 30 min. Los tubos fueron centrifugados a 8 000
rpm durante 10 min y el sobrenadante se transfirié
a un tubo nuevo con 500 wL. de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1), se mezclé por inversién de los tubos
y fueron centrifugados en las mismas condiciones
antes mencionadas. El sobrenadante se transfirié a
un tubo nuevo con 500 w L. de isopropanol (-18°C).
Los tubos se dejaron toda la noche a -20°C. Al
siguiente dia, los tubos se centrifugaron a 10 000 rpm
durante cinco min. El sobrenadante fue descartado
cuidadosamente y el pelet de ADN fue lavado dos
veces con etanol 70%. Se dejaron secar los tubos a

temperatura ambiente y el ADN fue hidratado en
50 uLL de tampén TE (50 mM Tris HCL; 0,7 M
NaCl; 10 mM EDTA) y almacenados a -20°C

hasta su uso.

Visualizacién de la calidad y cantidad

de ADN extraido

La integridad y concentracién del ADN se
determiné en gel de agarosa 1% con bromuro de

etidio (0,5 ug.mL."). Se utiliz6 ADN Lambda

(sin digerir) a concentracién conocida (50 y 100
ng.ul."), para comparar el ADN de cada muestra y
estimar su concentracién, cotejando la intensidad de
las muestras contra el fago Lambda. La electroforesis
se realizé en una camara modelo FB-SB-1316
(Fisher Scientific, USA) a 80 V durante 45 min
en tampén TBE 0,5X (250 mM Tns HCI; 30
mM acido bérico y 42 mM EDTA). El gel fue
visualizado y foto documentado en el analizador de
imagen, modelo D55 (UVitec, Cambridge, Reino
Unido), para visualizar la integridad y determinar
la concentracién de ADN.

Amplificacién de PCR-RAPD

La PCR-RAPD fue realizada con algunas
modificaciones de Angulo et al. (2013):la mezcladela
reaccién de la PCR consistié de tampén 1X; 2,5 mM
MgClz; 0,66 mM de cadad"NTP (PROMEGA);
0,66 mg.ul.”' BSA (suero de albiimina bovina,
PROMEGA); 1,33 uM del iniciador; 0,13 Uul.' Tag
polimerasa (PROMEGA) y 15ng.ul."' de ADN,
para un volumen final de 15 uL.. LLa amplificacién se
realiz6 en un termociclador PTC 100 (BIO-RAD;
California, USA) en las siguientes condiciones:
desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min; seguida
por 45 ciclos de amplificacién a 94°C por | min,
hibridacién a 36°C por 30 s, extensién a 72°C por 2

min; y un ciclo final de extensién a 72°C por 7 min.

https://doi.org/10.63327/RFA/2025.51.2.02
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Prueba de polimorfismo de RAPD

Inicialmente se evaluaron 12 iniciadores RAPD
(Operon Technologies Inc, Alameda, California,
USA): OPA 02, OPA 07, OPA 09, OPC 01,
OPC 02, OPC 05, OPC 07, OPC 9, OPC
10, OPC 11, OPE 03 y OPE 04 (Williams et
al., 1990), y se utilizaron muestras al azar de dos
accesiones de aji, para realizar la amplificacién y
visualizacién de los productos de PCR en geles de
agarosa 1,5% con bromuro de etidio (0,5 wg.mL.").
La electroforesis se realizé durante 2 horas y media a
80V. Los geles se visualizaron y foto documentaron
en el analizador de imagen modelo D55 (UVitec,

Cambridge, Reino Unido).

Luego de la prueba, se seleccionaron tres RAPD

por su poder de resolucién y alto polimorfismo, el OPA
02: TGCCGAGCTG; OPE 03: GTGACATGCC

y OPE 04: CCAGATGCAC. Finalmente, se
aplicaron los protocolos de amplificacién estandanzados
anteriormente descritos para las 12 accesiones de aji.

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos de las amplificaciones
de ADN de los 12 materiales, se generé una matriz
de presencia (p = 1) y ausencia (a = 0) por cada
banda detectada en los genotipos estudiados y para
cada marcador RAPD. La matriz obtenida fue
utilizada para calcular el porcentaje de polimorfismo
y el contenido de informacién polimérfica (PIC).
Los valores del PIC fueron calculados utilizando
la ecuacién [PIC = 1 — (p? + g?)], en la que se
considerd la frecuencia de las bandas presentes como
p vy la frecuencia de bandas ausentes como q y el
polimorfismo basado en las frecuencias de individuos
homocigotos para el equilibrio de Hardy—Weinberg,
para marcadores dominantes (Serrote et al., 2019).

Los valores del PIC de los cebadores se utilizaron
para indicar la capacidad discriminatoria de cada
RAPD, directamente relacionada con su valor
e informacién polimérfica. Se utilizé el rango de
clasificacién e interpretacién del PIC de marcadores
dominantes (Serrote et al., 2019) y la clasificacién:
bajo (0 a 0,10), medio (0,10 a 0,25), alto (0,30 a
0,40) y muy alto (0,40 a 0,50). Se determiné el rango
(pb) de los productos amplificados, por comparacién
de sus tamafos con el marcador de peso molecular

http://saber.ucv.ve/ojs/index.php/rev_agro/

conocido (1 kb, PROMEGA) y programa de
analisis de imagenes de geles (UVitec, Cambridge,
Reino Unido). La sumatoria del niimero total de los
fragmentos amplificados fue utilizada para calcular
la cantidad de amplicones, para las 12 accesiones

de ajies, de cada cebador RAPD.

LLa matriz obtenida fue analizada con el programa
estadistico PAST 4.03 (Hammer et al., 2001),
para determinar los indices de similitud y distancias
genéticas Jaccard, realizar el anélisis multivariado
de conglomerados, generar un arbol de clasificacién
jerarquica ascendente (dendrograma), mediante
el método de la distancia promedio no ponderada
(UPGMA) y estimar el coeficiente de correlacién
cofenética (CCC), para indicar la analogia entre las
distancias definidas por la métrica de arbol binario,
con las distancias entre los materiales evaluados. Se
utilizé la escala de los valores del CCC (Sokal y Rohlf,
1962), para inferir la similitud de la distribucién
en la estructura jerarquica entre las 12 accesiones
ajies: >0,9 (ajuste perfecto); entre 0,7- 0,9 (ajuste
intermedio) y <0,7 (bajo ajuste). Finalmente, se
realizé un analisis de componentes principales (ACP).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del ADN amplificado obtenidos
mediante la PCR-RAPD se presentan en las siguientes
imagenes. Los cebadores OPA 02, OPE 03 y OPE
04 fueron los de mejor poder para discriminar las
diferencias genéticas entre las 12 accesiones de ajies

(Figura 2).
Porcentaje de polimorfismo

Los cebadores OPA 02, OPE 03 y OPE 04
mostraron un total de 39 fragmentos amplificados
(amplicones), de los cuales 27 fueron polimérficos

(69,23%): 14 del OPA 02, 14 en el OPE 03
y 11 en OPE 04. Los cebadores OPA 02 y
OPE 03 presentaron los mayores valores del
porcentaje de polimorfismo (71,43% y 78,57%),
respectivamente. Mientras que el valor mas bajo
fue para OPE 04 (42,86%). El rango en pares de
bases (pb) de los amplicones estuvo entre 1 045-
5 772 pb y un nidmero total de 301 fragmentos
amplificados, para los 12 materiales y los tres

cebadores (Cuadro 2).
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Figura 2. Amplificaciéon PCR-RAPD de 12 accesiones de ajies (Capsicum sp.) en geles de agarosa al
1,5%. A: Perfiles electroforéticos OPA 02. B: OPE 03. C: OPE 04. Carriles 1-12: Accesiones: (1)
OSP-HOR-12-1048, (2) OSP-HOR-11-479, (3) OSP-HOR-10-995, (4) OSP-HOR-14-727, (5)
OSP-HOR-10-989, (6) OSP-HOR-10-991, (7) OSP-HOR-10-988, (8) OSP-HOR-10-399, (9)
OSP-HOR-14-726, (10) OSP-HOR-14-981, (11) OSP-HOR-19-1047 y (12) OSP-HOR-19-1046.

Cuadro 2. Cebadores RAPD utilizados en la caracterizacién molecular con sus respectivas secuencias y
el nimero de bandas polimérficas generadas, porcentaje (%) de polimorfismo y el PIC, en el estudio de

caracterizacién molecular de 12 de accesiones de aji.

Secuencia Numero de Bandas Polimorfismo Rango (pb) N
Cebador 5'—3) bandas olimérficas (%) Productos fragmentos PIC
P ¢ amplificados  amplificados
OPA02 TGCCGAGCTG 14 10 71,43 1.453-5.772 113 0,30
OPE 03 CCAGATGCAC 14 11 78,57 1.093 -3.772 96 0,34
OPE 04 GTGACATGCC 11 6 54,55 1.045 - 2.895 92 0,13
Total 39 27 301

% Polimorfismo = 69,23%
Coeficiente de correlacion cofenética (CCC) = 0,931

El cebador OPE-03 fue el mas informativo al
aportar el mayor nimero de productos de amplificacién
(amplicones) polimérficos (78,57%). Rana et al.
(2014), estimaron la diversidad genética entre 24
genotipos C. annuum mediante RAPD y de los 30
cebadores utilizados, solo 18 (60%) amplificaron
el ADN genémico, entre ellos el OPE 03, para un
total de cuatro amplicones y un 25% de polimorfismo.
En el presente analisis y para el mismo marcador
molecular, se observaron 14 amplicones (78,57%
de polimorfismo).

El1 OPA 02 present6 14 amplicones, de los cuales
10 fueron polimérficos (71,43%). Estos resultados
al compararlos en la identificacién molecular de seis
variedades de C. annuum mediante tres cebadores
RAPD (Bobadilla et al., 2017), difieren a los
del presente estudio, en el nimero de fragmentos
amplificados y porcentaje de polimorfismo, para el

OPA 02, se observaron 1 1 amplicones, de los cuales
cinco fueron polimérficos (45,45%).

En el estudio de la variabilidad de nueve
genotipos de pimentén (C. annuum) de un programa
de mejoramiento genético mediante marcadores
RAPD (Gonzilez et al., 2011), se utilizaron seis
cebadores de la serie OPA. El OPA 02 gener6 un
total de cinco amplicones, de los cuales dos fueron
polimérficos (40%), siendo estos resultados menores
a los obtenidos en el presente estudio. Eis importante
resaltar que el OPA 02 fue uno de los cebadores que
aport6 el menor nimero de amplicones y porcentaje
de polimorfismo, dentro del grupo de cebadores
utilizados en su investigacién.

Por su parte, Orenthung y Changkija (2013),
evaluaron 16 variedades locales de Capsicum para
estudiar la diversidad genética inter e intraespecifica,
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mediante 20 cebadores de la serie OPA, de los cuales
s6lo obtuvieron productos de amplificacién en 16
de ellos y un total de 114 bandas observadas. El
OPA 02 present6 ocho amplicones en total (100%
polimérficos). De igual manera, Patel (2015), evalué la
variabilidad genética intraespecifica en ocho variedades
de C. annuum utilizando 15 RAPD de la serie OPA
(entre ellos el OPA 02), encontrando que ocho de los
cebadores fueron polimérficos y generaron 89 bandas
polimérficas. En la investigacién de Orenthung y
Changkija (2013), el OPA 02 aporté un total de
ocho bandas (100% polimérficas). Estos resultados
fueron muy similares a los obtenidos en el presente
estudio para el porcentaje de polimorfismo.

Se evidenci6 que el cebador OPA 02 ha sido
utilizado para evaluar la variabilidad y el polimorfismo
genético entre especies cultivadas del género Capsicum
y en la mayoria de los trabajos estuvo entre los que
aport6 la mayor informacién polimérfica.

Por otra parte, se obtuvieron patrones de bandas
tnicos para las accesiones OSP-HOR-10-988 y
OSP-HOR-19-1046. En el aji de frutos dulces
(OSP-HOR-10-988) se evidencié un fragmento
exclusivo del cebador OPE 03 (1 002 pb) no presente
en las otras accesiones. En el caso del aji de frutos
de sabor picante y semillas de color oscuro (OSP-
HOR-19-1046), se observaron dos productos de
amplificacién en el cebador OPE 04 (1 396 y 1
198 pb), los cuales no se observaron en los otros
materiales (Figura 2). La presencia de fragmentos
tinicos en un material puede estar relacionado con la
composicién genética particular para ese individuo.
Los cebadores antes mencionados fueron ftiles al
distinguir patrones especificos RAPD para esas
dos accesiones y una herramienta ttil que permitiria
diferenciar a esos materiales de ajies.

En este sentido, como fue reportado por De Jesus
etal. (2019), los marcadores moleculares garantizan
la precisién en los estudios de diferenciacién genética,
para ser aplicados en los programas de mejoramiento
de ajies.

Contenido de Informacién Polimérfica

(PIC)

Los valores del PIC de los cebadores permitieron
indicar la habilidad e importancia de los RAPD y
su poder para detectar polimorfismo genético, entre
los materiales de ajies estudiados. Los cebadores

http://saber.ucv.ve/ojs/index.php/rev_agro/

OPA 02, OPE 03 y OPE 04 mostraron valores de
PIC: 0,30, 0,34 y 0,13, respectivamente. LLos dos
primeros cebadores fueron considerados con un valor
alto; mientras que el dltimo cebador, con un valor
medio, para su informacién molecular y capacidad de
polimorfismo genético (Serrote et al., 2019). Estos
resultados denotan que los cebadores OPA 02 y
OPE 03 fueron los marcadores con mayor poder de
discriminacién, en el estudio genético y caracterizacién
molecular entre las 12 accesiones de ajies.

Las investigaciones realizadas por Orenthung
y Changkija (2013) y Patel (2015), reportaron
valores PIC para el OPA 02, como alto y muy alto,
respectivamente, evidenciando la importancia de este
cebador en la caracterizacién molecular del género
Capsicum. Resultados similares fueron obtenidos por
Ranaetal (2014), en el OPE 03 y un valor alto de
PIC (0,39). Esta informacién permitié6 comprobar
que el OPE 03 fue el cebador que presenté mayor
informacién del porcentaje de polimorfismo y un
valor alto del PIC, caracteristicas que lo denotan
como un marcador molecular ideal, por su poder de
discriminacién dentro de los genotipos evaluados;
ampliamente utilizado para determinar la diversidad
y divergencia genética entre las accesiones; estudiar la
genealogia y las relaciones filogenéticas e identificar
cultivares en bancos de germoplasma de accesiones
del género Capsicum (Marquiori et al., 2021).

Hasta la fecha de esta investigacién, no se
encontré ninguna informacién publicada sobre el uso
del cebador OPE 04 para caracterizar molecularmente
a Capsicum spp., lo cual representa un aporte cientifico
en los estudios de variabilidad genética en especies
cultivadas de éste género.

Indice de similitud de Jaccard

A partir de la informacién obtenida de la matriz
binaria de los patrones de bandas generados por los
tres cebadores, se obtuvieron los indices de similitud
y distancias genéticas entre las 12 accesiones de ajies,
mediante la distancia de Jaccard (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Indices de similitud y distancia genética entre las 12 accesiones de aji basados en la distancia
genética de Jaccard.

1 2 3 4 5
1 1,00
2 0,77 1,00
3 0,62 0,64 1,00
4 0,40 0,32 0,35 1,00
5 0,35 0,26 0,38 0,53 1,00
6 0,23 0,20 0,16 0,32 0,33
7 0,08 0,10 0,11 0,08 0,17
8 0,18 0,15 0,11 0,17 0,13
9 0,13 0,09 0,16 0,16 0,22
10 0,04 0,05 0,05 0,08 0,17
11 0,13 0,05 0,05 0,17 0,13
12 0,04 0,04 0,00 0,03 0,12

6 7 8 9 10 11 12
1,00
0,23 1,00
0,23 0,18 1,00
0,22 0,35 0,42 1,00
0,23 0,18 0,24 0,42 1,00
0,29 0,18 0,37 0,42 0,53 1,00
0,16 0,12 0,22 0,16 0,33 0,22 1,00

Accesiones: (1) OSP-HOR-12-1048, (2) OSP-HOR-11-479, (3) OSP-HOR-10-995, (4) OSP-HOR-14-727,
(5) OSP-HOR-10-989, (6) OSP-HOR-10-991, (7) OSP-HOR-10-988, (8) OSP-HOR-10-399, (9) OSP-
HOR-14-726, (10) OSP-HOR-14-981, (11) OSP-HOR-19-1047 y (12) OSP-HOR-19-1046.

Los valores de los coeficientes de similitud y
distancias genéticas calculados estuvieron entre 0,00 y
0,77;1o que indicé la existencia de variabilidad genética
dentro de las doce accesiones. El indice de similitud y

distancia genética entre OSP-HOR-10-995 y OSP-
HOR-19-1046 fue el mas bajo (0,00) debido a que
no se observaron amplicones comunes entre estas dos
accesiones y pudiera ser explicado porque la accesién
OSP-HOR-19-1046 pertenece a otra especie dentro
del género Capsicum, posee diferencias morfolégicas
para sus frutos (forma redondeada, consistencia firme,
color rojo oscuro, sabor picante y sus semillas son
de color oscuro tendiendo a negro). A diferencia,
los frutos de la accesion OSP-HOR-10-995 son
moderadamente alargados, huecos en su interior,
dulces, de color rojo opaco, con semillas pequenas
y de color crema.

La amplia diversidad morfolégica para una lista
de descriptores: hoja, flor, fruto, polen y semilla en
el género Capsicum ha mostrado patrones genéticos
diversos entre los materiales evaluados. Esos hallazgos
pueden servir de base para el estudio evolutivo y
una mayor comprensién de la base genética de las
variedades locales de las especies cultivadas (Ortega-
Alberoetal., 2024). En el presente estudio, el mayor
valor de similitud fue 0,77 entre las accesiones OSP-

HOR-12-1048 y OSP-HOR-11-479. Esto pudo
deberse a que ambos genotipos poseen frutos dulces,
alargados, de forma hueca en su interior, con semillas
pequefas y de color crema. Sin embargo, la forma
de los frutos de la accesion OSP-HOR-12-1048

es mas alargada y de color rojo, mientras que los de

la accesion OSP-HOR-11-479 son anaranjados

(Figura 3).

OSP-HOR-19-1046

OSP-HOR-10-995

AL

OSP-HOR-12-1048

OSP-HOR-11-479

Figura 3. Morfologia externa de los frutos para las
accesiones de aji con los menores y mayores valores
de indices de similitud, basados en la distancia
genética de Jaccard.
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Los valores de similitud y distancia genética
Jaccard en el presente estudio fueron muy parecidos
a los reportados por Jiménez (2014) al evaluar 15
cultivares de aji (Capsicum sp.) y obtener valores entre
0,17 a0,69. Al considerar los valores presentados por
Patel (2015), estos oscilaron entre 0,21 a 0,89. En
ambas investigaciones se concluyé la alta variabilidad
genética en el género Capsicum.

Analisis multivariado (Dendrograma)

En el analisis de agrupamiento basado en la
distancia genética Jaccard y la representacién grafica
del dendrograma, se observé la formacién de dos
grupos discriminantes, utilizando el método de la

regla fija a 0,20 de similitud (Figura 4).
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Figura 4. Dendrograma obtenido del anélisis de
agrupamiento UPGMA y distancia genética de
Jaccard para las 12 accesiones de aji de la Unidad
de Recursos Fitogenéticos INIA-CENIAP y tres
cebadores RAPD (OPA 02, OPE 03 y OPE 04)

El Grupo I se subdividié en tres subgrupos:
Grupo I-1: La accesion OSP-HOR-10-988, con
una distancia de similitud de 0,20. Esta accesién fue
caracterizada en la Unidad de Recursos Fitogenéticos
(URF) INIA-CENIAP como un aji dulce. El Grupo
[-2: OSP-HOR-10-399 y OSP-HOR-14-981
(ambas ajies dulces), OSP-HOR-14-726 (aji dulce
y de semillas picantes) y OSP-HOR-19-1047 (aji
picante), con una distancia de similitud de 0,34; y el

Grupo [-3: OSP-HOR-19-1046, con una distancia

de similitud de 0,22 (caracterizada como aji picante).

El Grupo II se dividié también en tres subgrupos:
Grupo II-1 por la accesion OSP-HOR-10-991,
con una distancia de similitud de 0,23; Grupo I1-2:

http://saber.ucv.ve/ojs/index.php/rev_agro/

OSP-HOR-14-727 y OSP-HOR-10-989, a una
distancia de similitud de 0,53; y el Grupo II-3:
OSP-HOR-10-995, OSP-HOR-11-479 y OSP-
HOR-12-1048, con una distancia de similitud de
0,62. Todas las accesiones del Grupo Il fueron
catalogadas por la URF del INIA-CENIAP como
ajies dulces. Estos resultados permitieron confirmar
que los grupos aparentemente fueron separados
por aquellas accesiones que poseen pungencia y las
accesiones que no la poseen, de manera similar a la
jerarquizacién obtenida del dendrograma.

En Venezuela, Jiménez (2014), en su investigacién
obtuvo un dendrograma que presenté la formacién
jerarquica de tres grupos principales y subdivididos en
dos subgrupos para los 15 cultivares de aji (Capsicum
sp.), con una alta variabilidad genética. Por su parte,
Orenthung y Changkyja (2013), observaron la formacién
de dos grupos principales, con alta variabilidad
genética, en el Grupo I la especie C. chinense y en
el Grupo II las especies C. annuum y C. frutescens.

De manera que, la caracterizacién molecular
mediante RAPD ha permitido minimizar el riesgo
de la pérdida de genes en las colecciones; realizar la
evaluacién e identificacién de accesiones de Capsicum
spp., en las colecciones de los bancos de germoplasma
y detectar diversidad genética entre C. annuum, C
chinense y C. baccatum (Marquioni et al., 2021).
Eistos autores identificaron dos grupos bien definidos,
con subgrupos mas pequefios dentro de cada uno y un
grupo aislado formado por una accesién de la especie
C. baccatum. En el grupo 2 estuvieron las accesiones
de la especie C. chinense y de la especie C. annuum.
Resultados similares fueron reportados por De Jesus et
al. (2019), su dendrograma (UPGMA) y coeficiente
de Jaccard, generé tres grupos discriminantes, para las
accesiones de Capsicum del banco de germoplasma de
la Universidad Federal de Sao Carlos y las accesiones
se agruparon de acuerdo a las especies: C. annuum,
C. chinense y C. baccatum var. Pendulum, a una

distancia de similitud de 0,58.

De igual manera, Patel (2015), encontré la
formacién de dos grupos principales con una alta
variabilidad genética, en el primer grupo se ubicé
una sola variedad, y el segundo grupo conformé una
subdivisién jerarquica en subgrupos para siete variedades
de Capsicum annuum. Por otro lado, Bobadilla et
al. 2017), obtuvieron la formacién de dos grupos
principales y poca variabilidad genética, un grupo
conformado por las variedades de polinizacién libre y
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otro con las variedades criollas de calidad (obtenidas del
proceso de seleccién, en los programas de mejoramiento
genético). De manera similar, Renganathan et al.
(2017), 1dentificaron la formacién de siete grupos,
con poca variabilidad genética entre las 22 accesiones
de Capsicum spp.

Coeficiente de Correlaciéon Cofenética

(CCO)

El CCC del dendrograma fue de 0,931 y se
infiere un ajuste perfecto (Sokal y Rohlf, 1962) en
la estructura jerarquica de la evaluacién molecular
RAPD, entre las 12 accesiones de ajies, permitiendo
describir la formacién de dos grupos entre las accesiones

(Figura 4). Un resultado similar fue obtenido por
Jiménez (2014), con un valor de CCC de 0,94.

Analisis de Componentes Principales
(ACP)

Se realiz6 el ACP como otra forma de
representar visualmente el ordenamiento de las 12
accesiones y poder observar la ubicacién espacial
de los grupos conformados, a partir de la mayor
similitud genética entre ellas (Figura 5).
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Figura 5. Anilisis de agrupamiento de las 12
accesiones de aji a partir del patrén de bandas de
los RAPD seleccionados, usando el método de
coordenadas principales (ACP). Accesiones: (1)
OSP-HOR-12-1048, (2) OSP-HOR-11-479,
(3) OSP-HOR-10-995, (4) OSP-HOR-14-727,
(5) OSP-HOR-10-989, (6) OSP-HOR-10-991,
(7) OSP-HOR-10-988, (8) OSP-HOR-10-399,
(9) OSP-HOR-14-726, (10) OSP-HOR-14-981,
(11) OSP-HOR-19-1047 y (12) OSP-HOR-19-1046
de la Unidad de Recursos Fitogenéticos INIA-
CENIAP.

Las dos primeras coordenadas explicaron el
44,88% de la variabilidad acumulada y se evidencié
la formacién de tres grupos en el ACP. El Grupo
[ estuvo conformado por las accesiones: (1) OSP-
HOR-12-1048, (2) OSP-HOR-11-479, (3) OSP-
HOR-10-995, (4) OSP-HOR-14-727, (5) OSP-
HOR-10-989y (6) OSP-HOR-10-991. El Grupo
II: (7) OSP-HOR-10-988, (8) OSP-HOR-10-399,
(9) OSP-HOR-14-726, (10) OSP-HOR-14-981
y (11) OSP-HOR-19-1047; y finalmente, el Grupo
I1I con la accesién (12) OSP-HOR-19-1046. Estos
resultados coinciden con la interpretacién realizada
en el analisis de agrupamiento (Figura 4).

Los resultados ACP de Marquiorietal. (2021),
mostraron que la varianza total proporcionada por
los dos primeros componentes fue del 81,7% y el
primer componente (CP1) representé el valor més
alto (60,6%) de variacién total. Estos resultados
posiblemente estuvieron relacionados con el mayor
nimero de marcadores RAPD utilizados.

El ACP permiti6 confirmar que la accesién
(12) OSP-HOR-19-1046 se separé de manera
clara del resto, posiblemente porque fue catalogada

en la URG INIA-CENIAP como otra especie del

género Capsicum.

Resultados similares fueron obtenidos por
Jiménez (2014), al reportar la formacién de tres
grupos bien definidos en la organizacién jerarquica
entre los cultivares de aji. En el ACP, el primer grupo
fue formado por 1 cultivar, el segundo grupo fue
formado por 4 cultivares y el tercer grupo incluy6 los
10 cultivares restantes. Ademés, se presentaron de
manera muy similar a la distribucién de los cultivares
obtenida en el dendrograma de su investigacién.

CONCLUSION

Los cebadores RAPD son una herramienta
confiable en la determinacién de la caracterizacién
molecular para el género Capsicum y permiten estudiar
las relaciones genéticas existentes entre los materiales
evaluados, agrupados de acuerdo a sus caracteristicas
de forma, color y tamano de los frutos. Entre los
cebadores utilizados, el OPE 02, OPE 03 y OPE
04 fueron los de mejor poder para discriminar las
diferencias genéticas entre las 12 accesiones, de los
cuales el OPE 03 fue el de mayor informacién que
permiti6 evaluar la variabilidad y el polimorfismo
genético. El OPE 04 contribuye al aporte cientifico en
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los estudios de varabilidad genética. Los agrupamientos
del analisis multivariado, separaron las accesiones por
la presencia o ausencia de pungencia. Estos estudios
pueden servir de base para el establecimiento de
estrategias eficientes en la caracterizacién del género
Capsicum y el desarrollo de un sistema de marcadores
para analizar su estructura y diversidad genética en
los programas de mejoramiento.
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