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-No -dijo el principito-. Yo busco amigos. ¢ Qué significa “domesticar”?

-Es una cosa demasiado olvidada -dijo el zorro-. Eso significa “crear lazos”.
-Seguramente -dijo el zorro-. TU todavia no eres para mi mas que un nino
parecido a cien mil ninos. Y yo no tengo necesidad de ti. Y tu tampoco tienes
necesidad de mi. Para ti no soy mas que un zorro parecido a cien mil zorros.
Pero si tU me domesticas, entonces tendremos necesidad el uno del otro.
Seras para mi unico en el mundo. Y yo seré para ti unico en el mundo...

El zorro se callo, y miré largo rato al principito:

-iSi quieres, domesticame! -dijo...

-.Qué es lo que hay que hacer? -dijo el principito.

-Hace falta ser muy paciente -respondid el zorro—. Te sentaras primero un
poco lejos de mi, de esta manera, en la hierba. Yo te miraré con el rabillo del
0jo y tu no diras nada. El lenguaje es fuente de malentendidos. Pero cada dia
podras sentarte un poco mas cerca...

Al dia siguiente volvio el principito.

-Hubiera sido mejor volver a la misma hora -dijo el zorro-. Si tu vienes, por

ejemplo, a las cuatro de la tarde, desde las tres empezaré a ser feliz. Amedida
gue la hora se acerque me sentiré feliz ...

EL PRINCIPITO

Antoine de Saint-Exupéry
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RESUMEN

La alimentacién humana recae mayoritariamente en una centena de cultivos, los cuales
estdn sujetos a procesos tecnolégicos con el fin de una mayor rendimiento y
productividad, lo que evolutivamente se asocia de manera general, a la disminucién en
la variabilidad genética. Generalmente, las fuentes primarias de variacion evolutivas
son los parientes silvestres de los cultivos, los cuales no han pasado por el cuello de
botella caracteristico de la domesticacion y pertenecen a poblaciones que se
encuentran bajo seleccion natural, cuya diversidad genética, capacidad de adaptacion
y gran resiliencia a diferentes entornos se pueden aprovechar para el mejoramiento de
los cultivos. La region de Mesoameérica es conocida por la gran cantidad de parientes
silvestres de diversos cultivos entre los que se encuentra el pariente del chile (Capsicum
annuum var. glabriusculum), cuya distribucién se ha visto seriamente amenazada.
Nuestro estudio se llevé a cabo con ejemplares de chile de tres distintos estatus de
domesticacion: Silvestre, Semisilvestre y Domesticado, en México. Nuestro objetivo fue
determinar como el grado de domesticacion y la distancia geografica influyen en las
poblaciones del chile Silvestre y Semisilvestre. El estudio se realizé con muestras,
obtenidas a partir de distintas fuentes de DNA: tejido seco, hoja congelada y fresca,
fruto seco y congelado y muestras de herbario, con datos gendmicos obtenidos por
genotipado por secuenciacion de GBS, por sus siglas en inglés. Tras aplicar filtros
bioinformaticos de calidad de las secuencias, obtuvimos un total de 59,040 variantes
genomicas o SNPs (polimorfismo de nucleétido unico), presentes en 49 individuos.
Nuestros resultados indican que se pueden obtener secuencias de manera exitosa a
partir del fruto, que a nuestro conocimiento no habia sido probado con anterioridad.
Ademas, el porcentaje de mapeo al genoma de referencia no se encuentra asociado al
estatus de domesticacion, pero si a la fuente del DNA, de acuerdo al analisis de
varianza (ANOVA). El analisis de componentes principales (PCA) nos mostré que hay
cuatro grupos genomicos: Norte, Centro, Sur y Diverso; sin embargo, de acuerdo con
los resultados FastStructure, solo se formaron 3 grupos genomicos: Norte, Centro y
Sur, posiblemente estan influidos por la latitud y longitud. EI grupo con mayor numero
de alelos privados (23,579) y con mayor diversidad nucleotidica, (0.098) fue el Sur,
mientras que el grupo con el menor numero de alelos privados fue el Diverso (3,281) y

el grupo con menor diversidad nucleotidica (0.037) fue el Norte. Este trabajo nos



permitié adentrarnos en la historia evolutiva del chile y de sus parientes silvestres desde
un punto de vista gendmico, el cual puede resultar util para la conservacion de la
especie al apoyar la busqueda de variedades resistentes a plagas u otras condiciones
adversas. En este sentido, aunque consideramos que se deberia profundizar en el
estudio de la diversidad genética de todas las poblaciones del chile, una alternativa
para dirigir los esfuerzos, podria ser la de centrarse en el grupo sur, para comprender

los motivos de su alta diversidad genética y buscar genes de interés dentro de la misma.



ABSTRACT

Human feeding depends on a hundred crops, subjected to several technological
processes to increase their yield and productivity, associated with a reduction in genetic
variability. Generally speaking, the primary sources of evolutionary variation are the wild
relatives of crops, which have not gone through the resulting bottleneck of domestication
and belong to populations under natural selection, whose genetic diversity, adaptability,
and great resilience to different environments can be used for crop improvement. The
Mesoamerican region is known for its large number of wild relatives of diverse crops,
such as the chiltepin (Capsicum annuum var. glabriusculum), the wild relative of the chili
pepper, whose distribution has been seriously threatened. Our study was carried out
with chili peppers specimens of three different domestication statuses: Wild, Semi-wild
and Domesticated, in Mexico. Our objective was to determine the influence of the
domestication degree and geographical distance in the populations of wild and semi-
wild chili peppers. The study was carried out with samples obtained from different DNA
sources: dry tissue, frozen and fresh leaves, dried and frozen fruits, and herbarium
samples, with genomic data obtained by genotyping by sequencing (GBS). After
performing the quality control of genomic reads, we obtained 59,040 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) from 49 individuals. Our results indicate that sequences can be
successfully obtained from fruits, which had not been previously tested to our
knowledge. According to the analysis of variance (ANOVA), the fraction of reads
mapped to the reference genome was not associated with the domestication status, but
rather with the DNA source. Principal component analysis (PCA) showed that there were
four genomic groups: North, Central, South, and Diverse; however, according to the
FastStructure results, only 3 genomic clusters were formed: North, Center, and South,
possibly influenced by latitude and longitude. The group with the highest number of
private alleles (23,579) and the greatest nucleotide diversity (0.098) was the South,
while the group with the lowest number of private alleles was Diverse (3,281), and the
group with the lowest nucleotide diversity (0.037) was the North. This work allowed us
to delve into the evolutionary history of the chili pepper and its wild relatives from a
genomic point of view, which may be useful for the conservation of the species by
supporting the search for varieties resistant to pests or other adverse conditions. In this
sense, although we believe that the study of the genetic diversity of all chili pepper

populations should be deepened, one alternative to direct the efforts could be to focus



on the South group, to understand the reasons for its high genetic diversity and search

for genes of interest within it.



Introduccion y planteamiento del problema

1. Importancia de los parientes silvestres de variedades cultivadas

Actualmente la alimentacion de la humanidad recae aproximadamente sobre una
docena a una centena de cultivos de cerca de las 300,000 especies de angiospermas
existentes (Casas y Parra, 2007; McCouch et al., 2013). Es decir, que dependemos de
un porcentaje minimo de diversidad genética para la sobrevivencia humana, pues solo
30,000 especies de angiospermas son utilizadas para satisfacer alguna necesidad
humana (McCouch et al., 2013, Jardén-Barbolla, 2015). Bajo tal premisa, nos
enfrentamos a nuevos retos marcados por un aumento en la demanda de los alimentos,
el cambio climatico, la carencia de agua dulce, la reduccién en la disponibilidad de suelo
debido a la urbanizacion, asi como la erosién y salinizacion de los suelos, todo lo cual
conduce a un rumbo insostenible para garantizar la alimentacion humana (Godfray et
al., 2010; McCouch et al., 2013).

La diversidad biologica de los agroecosistemas incluye a todas las especies
vegetales con potencial importancia para el humano. Esto incluye a los parientes
silvestres de cultivos, cuya caracteristica principal es que no son poblaciones
domesticadas, pero que han dado, o pueden dar origen a formas domesticadas o estan
relacionadas cercanamente a especies cultivadas, al tiempo que fungen como
reservorio génico de variacién y en principio pueden cruzarse con los cultivos (Harlan y
de Wet, 1971; Maxted et al., 2006). Las especies domesticadas pasaron por un proceso
de seleccion artificial regido por el ser humano, que en muchos casos resulté en que
las especies domesticadas sean dependientes del ser humano, al grado de que
nececitan de él para su propagacion. Sin embargo, no todos los casos son tan extremos

pues hay estadios intermedios en este proceso de domesticacion (Harlan, 1992).

La pérdida de la agrobiodiversidad podria tener mayor impacto en regiones
agricolas ancestrales, que se erigen como centros de origen y diversificacion de
cultivos. Dado que generalmente los parientes silvestres y las variedades domesticadas
nativas coexisten en el espacio y el tiempo, hay una mayor preocupacion por la

conservacion y estudio de dichas zonas, como ocurre en Mesoamérica (Casas y Parra,



2007; McCouch etal.,, 2013; Gepts, 2014; Mastretta-Yanes etal., 2018). Una
aproximacion para la conservacion de estos recursos botanicos es buscar una sinergia
entre las ciencias sociales y biolégicas, para mantener asi la sostenibilidad y
productividad de los recursos (Godfray et al., 2010; McCouch et al., 2013).

Las especies agricolas pueden pasar por procesos tecnologicos para la
produccion de nuevos cultivos con mayor rendimiento y productividad (McCouch et al.,
2013). Generalmente, las fuentes primarias de variacion evolutiva son los parientes
silvestres de los cultivos, seguidos de las variedades locales de las plantas
domesticadas. Esto se debe a que una caracteristica que se ha supuesto intrinseca a
la domesticacion es la reduccion de la diversidad genética en las especies
domesticadas respecto a los parientes silvestres (McCouch et al., 2013; Gepts, 2014;
Mastretta-Yanes et al., 2018). No obstante, esta supuesta reduccion de la diversidad
genética depende de la especie, el sistema de apareamiento, el entorno ecolégico y
sistema de manejo como monocultivo o policultivo (McCouch et al., 2013). Un ejemplo
de ello son los barridos selectivos, en los cuales hay un aumento de la frecuencia de
los alelos que se seleccionaron positivamente y como resultado hay reduccion
significativa de la diversidad genética en sitios flanqueados por mutaciones
seleccionadas positivamente (Meyer y Purugganan, 2013). En contraparte, después de
un cuello de botella, la diversidad genética puede aumentar durante la fase de manejo,
especialmente si este manejo se dirige a promover la diversificacion y la introgresion

con los parientes silvestres (Meyer y Purugganan, 2013).

Debido a su cercania genética y evolutiva de los parientes silvestres y de las
variedades locales, se puede aprovechar su diversidad génica, su capacidad de
adaptacion y gran resiliencia a diferentes entornos, aunado a que no presentan el cuello
de botella tipico de la domesticacion y se encuentran bajo seleccidén natural (Casas y
Parra, 2007; McCouch et al.,, 2013; Gepts, 2014; Mastretta-Yanes et al., 2018;
CONABIO et al.,, 2019a; CONABIO et al., 2019b); no obstante, gran parte de su
variacion sigue sin explorarse. Asi si se presenta flujo génico de las poblaciones
silvestres locales a las cultivadas, o hay preferencia de los humanos por ciertos cultivos,
o existe adaptacion local a diferentes condiciones ambientales en distintas regiones
geograficas, entre otros procesos, se podria favorecer la conservacién de altos niveles

de diversidad génica (Cornille et al., 2013).



Actualmente, la agricultura intensiva ha propiciado diversos cambios en el
proceso de domesticacion. Estos cambios conllevan a que la produccién de semillas
para siembra se concentre en unas pocas empresas agroindustriales (Matretta-Yanes
et al., 2018). Es por ello que la conservacion de la diversidad depende del sistema de
manejo que lleven a cabo los agricultores, quienes generalmente prefieren los
policultivos, los cuales favorecen aspectos funcionales tales como retencion de agua,
el amortiguamiento de agentes erosivos y el manejo de un numero considerable de
variedades de la misma especie domesticadas, lo que resulta en una mayor diversidad
biolégica. En contraste, los agricultores marcados por las metas de la produccién
intensiva reducen drasticamente este espectro de variaciéon (Casas y Vallejo, 2019).
Por tal motivo la preservacion de la diversidad genética de los cultivos recae sobre
muchos pequefios agricultores que, al cultivar bajo diferentes condiciones ambientales
y preferencias culturales, mantienen y gestionan la diversidad génica (Mastretta-Yanes
et al., 2018).

México se encuentra entre los paises con mayor diversidad vegetal y
Mesoamérica, que abarca gran parte del territorio mexicano y se extiende hasta
Centroamérica, es una de las principales regiones en las que se encuentran distribuidos
gran cantidad de parientes silvestres de plantas domesticadas (Casas y Parra, 2007;
Hernandez-Verdugo et al., 2012; Castafieda-Alvarez et al., 2016; CONABIO et al.,
2019a; CONABIO et al., 2019bPor ello, Mesoamérica se considera como centro de
origen, diversidad y domesticacion de algunos de los alimentos mas destacados de la
dieta mundial, entre los cuales destacan el chile, la calabaza, el maiz y el frijol (Vavilov,
1951; Harlan, 1971; CONABIO et al., 2019a). Por lo tanto, Mesoamérica es una zona
con especial importancia para la conservacion de los parientes silvestres, en el contexto
de los desafios para adaptar los cultivos frente al cambio climatico (Dempewolf et al.,
2014; Castafieda-Alvarez et al., 2016).

2. Aspectos evolutivos v genéticos de la domesticacion

Desde 1859 Darwin hace referencia de la seleccion consciente e inconsciente para el

estudio de la domesticacion (Ruse, 1975). La domesticacion es un proceso historico,



dinamico, con procesos evolutivos que operan en los parientes silvestres de plantas o
animales, donde la seleccion es ejercida por el ser humano de forma consciente o
inconsciente. En sentido evolutivo, la domesticacion puede aumentar la adecuacion
bajo el cuidado del humano, y en unos casos disminuir sin el cuidado del mismo. De
este modo, el mayor grado de domesticacion ocurre cuando la supervivencia de la
planta o animal depende enteramente del ser humano, o puede presentarse una
domesticaciéon incipiente, donde los organismos se reproducen sin la intervencion
humana (Meyer y Purugganan, 2013; Gepts, 2014; Jardon-Barbolla, 2015), por lo que
el cultivo de las plantas es una se considera como una condicion para que exista la
domesticacion. Ademas de la seleccién artificial ejercida por los humanos, las otras
fuerzas evolutivas, como la deriva génica, la seleccion natural y el flujo génico
(introgresidn) también moldean las caracteristicas sujetas a domesticacion (Gepts,
2014).

El origen de la domesticacion de plantas se remonta a hace al menos 12 mil
afios, momento en el que algunos parientes silvestres se comenzaron a usar como
materia prima génica de la que se derivaron los cultivos (Doebley, 1989; Meyer y
Purugganan, 2013; Gepts, 2014). De esta manera, la domesticacion es un proceso
continuo que actua sobre plantas en fases incipientes o tempranas, también opera
sobre otras especies semi-domesticadas y continua operando aun sobre especies ya

domesticadas (Casas et al., 2007).

A diferencia de una poblacion enteramente silvestre, una poblacién semi-
domesticada ha sido modificada significativamente por el manejo y la seleccion e
intervencién humana, por lo que el fenotipo promedio puede diferir del rango encontrado
en las poblaciones silvestres para los rasgos bajo seleccion. El estudio de las
interacciones de las personas con plantas que hoy se encuentran en las etapas de
domesticacion o semi-domesticacién incipiente puede conducir a una mejor
comprension de los procesos que conducen a la domesticacion en la prehistoria (Meyer
y Purugganan, 2013; Casas et al., 2016). De tal forma que para este trabajo
consideraremos que las plantas silvestres que no tienen contacto directo con los
humanos y las plantas semi-silvestres las catalogamos como aquellas fenotipicamente

mas cercanas a las silvestres, pero que se encuentran en un ambiente de manejo,



sujetas a seleccion artificial consciente, las cuales se ubican generalmente en traspatios
(Meyer et al., 2012)

Las plantas también pueden ser fomentadas en las que puede o no haber
seleccidbn humana, cuyas caracteristicas fenotipicas se asocian a condiciones
favorables encontradas en el agrohabitat y en menor medida a la seleccidén consciente
de individuos con caracteristicas morfoldgicas especificas (Rendon-Aguilar et al.,
2017). A pesar de que hay seleccion e intervencion humana, el fenotipo tiende a ser
similar a las poblaciones silvestres para las caracteristicas seleccionadas ya que existe
mucho flujo génico con las poblaciones silvestres o porque la seleccion humana no es

lo suficientemente fuerte (Casas et al., 2016).

Otro grupo estrechamente relacionado son las plantas arvenses, que tienen gran
importancia en las milpas o huertos familiares, algunas de las cuales son toleradas
deliberadamente en los campos de cultivo y algunas incluso son fomentadas. Las
plantas arvenses crecen a partir de reclutamiento en ambientes perturbados de manera
recurrente por los seres humanos, pero no dependen de éstos para sobrevivir o
reproducirse. Las plantas arvenses poseen adaptaciones a ambientes antropicos, y
algunas especies son deliberadamente favorecidas o promovidas, para lo cual las
semillas se guardan para el préximo ciclo agricola, lo cual puede involucrar una

seleccion incipiente (Rendon-Aguilar et al., 2017).

Las caracteristicas involucradas en los llamados sindromes de domesticacién o
los rasgos que diferencian a los cultivos domesticados de las especies silvestres
pueden ser fisioldgicos, bioquimicos y morfoldgicos (Gepts, 2014). Entre estas
caracteristicas destacan la reduccion del habito de crecimiento (pocas ramas y mas
cortas); pérdida de la latencia de semillas; tendencia a los sistemas de reproduccion
endogamicos como la propagacion vegetativa; aumento del tamafio de las semillas y
frutos; reduccion de la toxicidad e incremento a la tolerancia a factores estresantes
como la sequia, por mencionar algunos. Como consecuencia, la productividad de los
parientes silvestres es menor en comparacion con las plantas domesticadas en
términos de superficie y tiempo de crecimiento de los cultivos (Meyer y Purugganan,
2013; Gepts, 2014).



Los sindromes de domesticacion dependen de la historia de vida de los
organismos (anuales versus perennes) y el sistema reproductivo (como
autofecundacion, reproduccion vegetativa y heterocruza). Asimismo, los sindromes de
domesticacioén alteran los rasgos fenoldgicos como el tipo y tiempo de floracién, ademas
de la época de crecimiento (Gepts, 2014). Otra caracteristica comun que resulta de la
domesticacion es la reduccidn de la diversidad genética en comparacién con los
parientes silvestres de los cultivos. Debido a lo anterior, muchos alelos que estan
relacionados con la domesticacion se encuentran en frecuencias bajas o moderadas en
los parientes silvestres (Meyer y Purugganan, 2013). Por lo tanto, generalmente se
espera mayor variacion genética en los parientes silvestres de los cultivos que en los
cultivares, pues no han pasado por cuellos de botella caracteristicos de la
domesticacion que reduzcan el tamafio efectivo de la poblacion (Doebley, 1989; Moyers
et al., 2018). No obstante, los niveles de variacion se pueden modificar posteriormente
debido al flujo génico con los parientes silvestres. Como se menciond anteriormente, la
reduccion de la variacion genética también se encuentra ligada al sistema de
reproduccion, por ejemplo, en las especies con heterocruza predominante la diversidad
se reduce en menor cantidad en comparacion con las especies con autofecundacion

como resultado de la endogamia (Gepts, 2014).

Una consecuencia evolutiva de la domesticacion es el denominado “costo de la
domesticacion”, un concepto propuesto por Lu et al. (2006) que consiste en que los
procesos evolutivos que moldearon la domesticacion dejaron huellas “negativas” en los
linajes, pues la domesticacion implica el aumento en la frecuencia de alelos deletéreos
y la disminucién de la heterocigosis. Esto ocurre por la baja eficiencia de la seleccion
natural en comparacion con la deriva génica en las poblaciones pequeinas durante el
cuello de botella de la domesticacion, ya que las mutaciones deletéreas que
normalmente se eliminarian con tamafios efectivos poblacionales grandes o tasas de
recombinacion elevadas, no se purgan (Moyers et al., 2018) lo cual es un resultado
esperado por la teoria de genética de poblaciones. De tal modo que Peischl y
colaboradores (2013) denominaron como “carga de expansion” a la acumulacion de
variacion genética deletérea debida a una posterior expansion poblacional subita y la
migracion a larga distancia, que son caracteristicas de linajes domesticados después

de los cuellos de botella sufridos en la domesticacion original.
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Las plantas anuales son frecuentes en climas aridos mientras que las perennes
en climas aridos, semiaridos y humedos. Los diferentes climas se encuentran asociados
a sindromes de domesticacion especificos. En las regiones aridas hay menor cambio
en los frutos y la estrategia reproductiva, pero la morfologia de la semilla tiende a diferir.
En las plantas perennes la domesticacion puede estar vinculada a la difusion de
técnicas de propagacion vegetativa y el aumento en la ploidia. Por otro lado, en los
tubérculos y cultivos frutales perennes se presentan menos cambios asociados a los
sindromes de domesticacion que en los cultivos anuales de semilla, mientras que la
domesticacion suele ser mas lenta ya que las generaciones sexuales estan acotadas a

cierto periodo de tiempo (Meyer et al., 2012).

Los cuellos de botella asociados a la domesticacion parecen ser menos severos
en plantas perennes que en las anuales. De acuerdo con algunos estudios, la variacion
geénica después de los cuellos de botella en los cultivos de frutas tales como manzana
(Cornille et al., 2014), cereza (Mariette et al., 2010) y uva (Myles et al., 2011)
presentaron poca o nula pérdida de diversidad. Asociado a lo anterior, hay menor
cantidad de cambios fenotipicos durante la domesticacion de cultivos frutales perennes
que en cultivos anuales (Gaut et al., 2015). Gaut y colaboradores, (2015), se percataron
de que la introgresién de las plantas silvestres a los cultivos es mas importante en
plantas perennes que en las anuales debido a dos razones. La primera razén es la
similitud génica que se encuentra en poblaciones silvestres y cultivares, comunmente
en algunas plantas perennes de larga vida, como las aceitunas. La segunda es que la
introgresion puede contribuir a la formacion de cultivares locales, como sucede en las
uvas y aceitunas. Sin embargo, puede resultar dificil discriminar la adaptacién local
debida a la introgresion de las plantas silvestres a los cultivos y la eventualidad del

cruzamiento sexual.

El estudio de la domesticacion en plantas desde una perspectiva gendmica
permite una mejor comprensién de los origenes de la agricultura, el estudio de la
diversidad gendmica y los efectos del flujo génico en las distintas regiones genémicas
(Gepts, 2014). Se han estudiado muchas especies de origen mesoamericano o
mexicano, entre las que destacan el maiz (Arteaga et al., 2016; Stitzer y Ross-Ibarra,
2018; Moreno-Letelier et al., 2021), las calabazas (Barrera-Redondo et al., 2020 y
2021), el frijol (Guerra-Garcia et al., 2017 y 2021) y otros cultivos (Mastretta-Yanes et

11



al, 2019). La mayoria de los estudios previos se han enfocado en describir la estructura
genética, en realizar analisis de seleccion, describir el genoma e identificar las
poblaciones a partir de las cuales se lleva a cabo la domesticacion. Sin embargo, pocos
estudios se han enfocado en examinar los gradientes de domesticacion, por ejemplo,
el estudio del genoma completo de 295 accesiones de Sudamérica y Mesoamérica de
jitomate, permitié determinar que sus valores de diversidad nucleotidica (1) van de los
0.00003 a 0.00071. 1ren S. lycopersicum var. cerasiforme (jitomate semi-domesticado),
que es de un orden de magnitud menor en comparacion con el pariente silvestre
Solanum pimpinellifolium (1= 0.00066 ). El jitomate cultivado Solanum lycopersicum
var. lycopersicum presentd una mayor abundancia de alelos raros en comparacién con
cerasiforme y pimpinellifolium (Razifard et al. 2020). Ademas, aun menos estudios se
han enfocado la reconstruccion de pangenomas, como es el caso de Oryza sativa,
donde se estudiaron de 3,010 accesiones asiaticas y se determiné que los pangenomas
mas grandes reconstruidos y la mayor diversidad gendmica se encuentran en el grupo
Xian/Indica en comparacién con el grupo Geng/Japonica. Es asi que se concluye que
las diferencias en la distribucion ecogeografica, tales como los ambientes mas hostiles
en donde se distribuye Geng/Japonica, en comparacion con ambientes menos hostiles
y mas diversos de Xian/Indica, resultan en la adaptacion ambiental que se refleja en las

funciones génicas predominantes de cada grupo (Wang et al., 2018).

3. Historia natural, evolutiva, domesticacion y genomica del género Capsicum

Los chiles pertenecen al género Capsicum (del griego kapto, “morder” por la sensacion
de picor), que tuvieron origen en el continente americano (Perry et al., 2007; Kim et al.,
2014). Capsicum pertenece a la familia Solanaceae y comprende un numero de
especies que oscila entre las 29 a 36, dependiendo del autor, de las cuales cinco
especies han sido domesticadas. Los problemas taxonémicos radican en la exclusion
o fusion de especies del género, sumados a la variacion intraespecifica y la dificultad
en el reconocimiento de los parientes silvestres y las formas cultivadas (Hernandez-
Verdugo et al., 1999).

Las especies de Capsicum generalmente son autocompatibiles, la uUnica

excepcion es C. cardenasii, con distribucion en Peru y Bolivia (Pickersgill, 1997;
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Moscone et al., 2006). Morfolégicamente, las especies de Capsicum tienen un numero
variable de flores, que va desde 1 a 3 por nudo dependiendo de la especie. La flor
puede ser blanca o purpura, a veces con el caliz dentado segun la especie. Respecto
al color y textura de la semilla puede variar entre amarillo y lisa o negra-rugosa
(Hernandez-Verdugo et al., 1999). Las flores poseen 5 pétalos y tienen caliz. Desde la
primera ramificacién de la planta, en cada nodo hay estructuras florales (Bosland y
Votava, 2012).

Son plantas herbaceas o trepadoras, que habitan bajo el dosel arboreo, que les
provee sombra y proteccion. Por este motivo son susceptibles a la pérdida de cobertura
vegetal (Hernandez-Verdugo et al., 1999). En las regiones tropicales, las plantas
pueden llegar a ser arbustos perennes de 2 metros de altura, y vivir hasta unos 10 afos,
aunque en climas mas frios las heladas los matan, por lo que solo crecen como anuales
(Hernandez-Verdugo et al., 1999).

El género Capsicum se ha identificado como monofilético mediante datos que
incluyen caracteres morfolégicos, anatomicos, cariologicos, fitoquimicos y/o de ADN.
Por otro lado, se ha reconocido al género Lycianthes como taxén hermano de Capsicum
(Carrizo-Garcia et al., 2016). A partir de una filogenia con los marcadores de plastidos
matKy el espaciador intergénico psbA-trnH, asi como los exones 2y 10 del gen nuclear
waxy y calibrada con fosiles de la familia Solanaceae, se estimé que la divergencia
entre los géneros Solanum y Capsicum ocurrio ca. 19 MA y entre Capsicum y
Lycianthes ca.13 MA; estas fechas corresponden al Mioceno temprano-medio
(Sarkinen et al., 2013; Qin et al., 2014). Posteriormente, hace ca. 6 MA (Millones de
afnos) en el Plioceno temprano, pudieron presentarse migraciones desde la region
Sudamericana hacia el norte, dando lugar a eventos de especiacion y favoreciendo la
dispersion de Capsicum en las Américas (Carrizo-Garcia et al., 2016). La diversidad
actual de especies de Capsicum, pudo haber ocurrido hace 2-5 MA, lo cual se relaciona
con los cambios ambientales (ciclos glaciales) durante el Cuaternario (Sarkinen et al.,
2013; Turchetto-Zolet et al., 2013).

La mayoria de las especies del género Capsicum se distribuyen en Sudamérica
(Pickersgill, 1984; Hernandez-Verdugo et al., 1999; Perry et al., 2007; ; Raju et al., 2010;

Hernandez-Verdugo, 2018). Todas las especies del género Capsicum se originaron en
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los trépicos de América. Los paises que presentan mayor numero de especies de
Capsicum son Brasil (11), Argentina y Bolivia (8 cada uno), Ecuador y Peru (7 cada
uno), Colombia (6) y México (4). De acuerdo con estos datos al avanzar en su
distribucion a Norteamérica, el numero de especies va disminuyendo (Pickersgill, 1971;
1984; 1997; Hernandez-Verdugo et al., 1999). Tanto los chiles silvestres como los
domesticados se dividen en dos grupos que representan linajes evolutivos diferentes:

el grupo de las flores blancas y el grupo de las flores purpuras.

Hay tres teorias del origen del género Capsicum. La primera, plantea que al
encontrarse un mayor numero de especies en Sudamérica, se sugiere que el centro de
origen de Capsicum fue la regidén de Bolivia, norte de Argentina y centro-sur de Brasil,
que en conjunto estarian situados al oeste del Amazonas (Pickersgill, 1984; Hernandez-
Verdugo et al., 1999). La segunda, propuesta por McLeod et al. (1982; 1983) sugiere
que C. chacoense, o un ancestro de esta especie, dio origen a las flores blancas y
purpuras de Capsicum. De esta forma se discute que el ancestro del género pudo
situarse en una “zona nucleo” de Bolivia sur-central con posterior dispersion a los Andes
y tierras bajas del Amazonas. El grupo de flores blancas se habria dispersado hacia la
cuenca del Amazonas, donde posteriormente surgiria C. annuum. Por otro lado, el
grupo de las flores purpuras se habria dispersado a las tierras altas de los Andes, donde
se origind C. cardenasii y la planta domesticada C. pubescens. La tercera teoria,
derivada de un estudio exhaustivo de reconstruccion filogenética de Carrizo-Garcia et
al., (2016), proponen que la diversificacién y expansion de Capsicum ocurrio de oeste-
noroeste de América del Sur a través de las tierras bajas del Amazonas, hasta el centro-
sureste de Brasil, posteriormente regresando al centro y oeste de Sudamérica para
finalizar en el norte hasta Centroameérica, sugiriendo una rapida especiacidon que se ve

reflejada en el total de especies del género.

Las plantas del género Capsicum se consideran entre las primeras en ser
domesticadas en el continente americano y Mesoamérica, junto con el maiz, frijol y
calabaza (Hernandez-Verdugo et al., 1999; Nuez, 2003; Kraft etal., 2014).
Actualmente, las especies de Capsicum se encuentran ampliamente cultivadas en todo
el mundo, a donde fueron distribuidas después de la conquista espafnola (Long-Solis,
1986; Kraft et al., 2014, Aguirre Hernandez y Mufioz-Ocotero, 2015). Las cinco especies

domesticadas del género Capsicum son C. annuum domesticada en México, C.
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frutescens domesticada en Costa Rica, C. chinense domesticada en tierras de baja
altitud del Amazonas, C. baccatum domesticada en Boliviay C. pubescens domesticada
en los Andes (Hernandez-Verdugo et al., 2012; Hernandez-Verdugo, 2018). Las cuatro
primeras especies pertenecen al grupo de flores blancas, y solo C. pubescens ha sido
domesticada del grupo de flores purpura (Hernandez-Verdugo et al., 1999; Hernandez-
Verdugo, 2018).

En Capsicum, los rasgos del sindrome de domesticacién se pueden apreciar al
comparar los frutos de los chiles silvestres, que rara vez sufren una abscisidn y crecen
erectos, mientras que los chiles domesticados son pendulares y sus frutos si presentan
abscision. En cuanto a las semillas, las de los chiles silvestres presentan latencia y las
de los cultivados carecen de ella. La domesticacion del chile no solo afecta a los frutos,
sino también su sistema reproductivo, pues debido a la domesticacién se ha favorecido
el aumento de la autopolinizacién y las estructuras florales tienen distintos tamafios
siendo mas grandes en cultivados que en silvestres (Hernandez-Verdugo, 2018). En el
caso de los chiles cultivados los estilos y las anteras pueden ser del mismo tamafrio,
haciendo posible la autofecundacién, lo cual aumenta la endogamia. Aunque hay que
tener en cuenta que si bien hay pérdida del potencial evolutivo en la variacion que
resulta de la consanguinidad, también hay un beneficio en términos de adaptacion local
por combinaciones de genes homdcigos, sacrificando la variacion dada por los
polimorfismos dentro de los cuales el sistema genético puede alcanzar un equilibrio
(Jain, 1976). En cambio, en los chiles silvestres el estilo es mas largo que las anteras,
lo que facilita la polinizacion cruzada (Figura 1). Dichas diferencias de la estructura floral
en chiles silvestres y domesticados se pueden deber al efecto de la deriva génica, por
el tamano efectivo pequefo y/o como resultado de la seleccion artificial al trasladar a

las plantas a areas donde los polinizadores eran escasos (Hernandez-Verdugo, 2018).
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Figura 1. Representacién del proceso de domesticacion en Capsicum annuum. El gradiente de
domesticacion de C. annuum es el siguiente: Silvestre, Semi-domesticado y Cultivado. En las
imagenes podemos observar el cambio en la domesticacion del chile silvestre al cultivado. Las
estrellas con la letra C representan los cuellos de botella caracteristicos de la domesticacion y
las flechas azules con letra F, sefalan el flujo génico entre las poblaciones bajo distintos
gradientes de domesticacion. El degradado de color morado representa la pérdida de variaciéon

genética al pasar por los cuellos de botella (Inspirado de Meyer y Purugganan, 2013).

El genoma de las especies de Capsicum (3.07-3.26 gigabases o Gb) es
aparentemente unas cuatro veces mayor en tamafo que el del jitomate, que es una
Solanaceae cercanamente relacionada con el chile (Qin et al. 2014). Se ha propuesto
que el aumento en el tamafio del genoma del chile sucedio recientemente en la historia
de la especie, hace unos 300 mil afos, debido a una alta insercién de
retrotransposones, lo que resultd en un alto porcentaje (81%) de secuencias repetitivas,
lo que puede estar ligado a la diversificacion del género Capsicum (Qin et al. 2014). Sin

embargo, hay que tomar en cuenta que los autores del trabajo anterior (Quin et al.,
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2014) solo comparan algunas especies de la familia de las solanaceas como la papa,
el jitomate y el chile, por lo que seria conveniente tratar de evaluar nuevamente el
tiempo de expansion en el tamafo del genoma del chile a partir de un muestreo mas
exhaustivo. Adicionalmente, existe variacion en el numero de cromosomas en el género
Capsicum, por ejemplo C. annuum, que es la especie domesticada mas emblematica,
tiene 12 cromosomas mientras que aproximadamente un tercio de las especies de

Capsicum cuentan con 13 (Hernandez-Verdugo, 2018).

4. El chiltepin: biologia, filogenia, domesticacion y manejo

C. annuum var. annuum es la variedad especie domesticada de mayor importancia
econdmica del género Capsicum y también la de mayor variacion morfologica. Incluye
a la mayoria de los chiles mexicanos. Por lo tanto, la mayoria de las variedades locales
y los cultivares de chile corresponden a esta especie. C. annuum var. annuum crece
con facilidad a tierras altas, pero es propenso al ataque de plagas y enfermedades
(Pickersgill, 2016; Hernandez-Verdugo, 2018), y su pariente silvestre mas cercano es
C. annuum var. glabriusculum, el cual recibe diversos nombres en México, incluyendo
el de chiltepin. A partir de poblaciones de la variedad glabriusculum, C. annuum var.

annuum fue domesticado varias veces (Aguilar-Meléndez et al., 2009).

C. annuum var. glabriusculum se distribuye desde el sur de Estados Unidos
hasta Colombia o noreste de Sudamérica (Pickersgill, 1991; Hernandez-Verdugo et al.,
1999; Hernandez, 2011; Hernandez-Verdugo et al., 2012; Kim et al., 2014). Son plantas
herbaceas o trepadoras, las cuales pueden llegar a alcanzar los 5 m. (Hernandez-
Verdugo et al., 1999; Pickersgill, 2016). Son perennes o con ciclo de vida corto, con
una flor por nudo o rara vez dos o tres (Hernandez-Verdugo et al., 1999). El céliz tiene
dientes ausentes o muy rudimentarios, con corola blanca, ocasionalmente verde, con
hojas glabras (Hernandez-Verdugo et al., 1999; Pickersgill, 2016). Cada individuo
produce numerosos frutos que son de color verde a negro o purpura cuando son
inmaduros y rojos cuando maduros. Los frutos caen al madurar, son redondeados y
erectos, lo que los hace visibles para las aves, sus dispersoras, con un tamafo de 3-9
mm de diametro y de 4-10 mm de largo, con 1-40 semillas por fruto (Pickersgill, 2016).

Los frutos maduros del chiltepin son consumidos por aves, las cuales posteriormente
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dispersan las semillas, pues a diferencia de los mamiferos ellas no tienen los receptores
de dolor para percibir el picor de los chiles (Pickersgill, 2016). Por el contrario, a los
mamiferos pequefos se les considera como depredadores de semillas, ya que se
pierde por completo la capacidad de germinacion de las semillas cuando las consumen,
a diferencia de las aves que las dejan intactas, es por ello la pungencia de los chiles se

considera como una forma de proteccion contra la depredacion (Pickersgill, 2016).

El chiltepin habita en sitios no perturbados de la selva baja, en zonas
montafiosas cercanas a rios y cafones, huertos o en sitios perturbados como potreros.
Comunmente, el chiltepin crece junto a arboles mas grandes que le sirven de proteccion
como plantas nodriza. Rara vez se encuentra por arriba de los 1000 msnm, aunque se
ha registrado a mas de 2000 msnm en la Sierra Gorda, Querétaro (Hernandez-Verdugo
et al., 1999, 2012; Hernandez-Verdugo, 2018; Pickersgill, 2016). Se ha registrado en el
oeste de México desde Baja California hasta Chiapas y en el este de Tamaulipas a la
peninsula de Yucatan y en el sur de Estados Unidos en Arizona y Texas (Lizarde et al.,
2011; Pickersgill, 2016). Se han encontrado poblaciones de chiltepin con genes de
resistencia a virus patdgenos, hongos y nematodos (Lizarde et al., 2011; Pickersgill,
2016) . En relacion con lo anterior, se encontré que el riesgo de padecer la enfermedad
estaba relacionado con el nivel de manejo humano, que a su vez estaba relacionado

con la diversidad genética de la especie (Pagan et al., 2012; Kim et al., 2014).

A pesar de ser una especie silvestre, C. annuum var. glabriusculum es
aprovechada a través de la recoleccion de unas 50 toneladas por afio, en el Norte y
centro de México (Votava et al., 2002). Esto supone que se trata de un recurso genético
importante para la industria alimenticia. Sin embargo, debido a la pérdida acelerada del
habitat del chiltepin y la germinacion lenta e irregular de las semillas, la colocan como
una planta silvestre de dificil cultivo. Ademas, los agricultores cortan ramas enteras de
las plantas para evitar la depredacién de las aves, para el posterior resguardo en sus
casas, asi contribuyendo asi con el dafo a las plantas silvestres (Laborde-Cancino y
Pozo-Campadonico, 1982; Pickersgill, 2016).

Los esfuerzos por entender la diversidad del chiltepin en su area de distribucién
son varios, los cuales han utilizado marcadores moleculares diversos (Tabla 1). Por un

lado, los estudios con marcadores moleculares han permitido encontrar: (i) el area
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conocida como Mesa Central sea una barrera geografica para el flujo génico de los
chiles (Loaiza-Figueroa et al., 1989; Aguilar-Meléndez et al., 2009); (ii) evidencia de la
elevada diversidad en las poblaciones del sur de México, especialmente en la peninsula
de Yucatan (Votava et al., 2002; Aguilar-Meléndez et al., 2009); (iii) existencia de flujo
geénico entre distintas variedades de chile (Guzman et al., 2005); (iv) mayor variacion
genética y riqueza alélica en las poblaciones silvestres de chiltepin, y menor en
poblaciones semi-silvestres y cultivadas (Aguilar-Meléndez et al., 2009); y mayor
presencia de plasticidad fenotipica en chiltepines del noroeste de México que fueron
expuestas a diferente disponibilidad de luz (Hernandez-Verdugo et al., 2015). Por otro
lado, se han encontrado poblaciones de chiltepin con genes de resistencia a virus
patégenos, hongos y nematodos. Se encontro que el riesgo de padecer la enfermedad
estaba relacionado con el nivel de manejo humano, que a su vez estaba relacionado

con la diversidad genética de la especie (Pagan et al., 2012; Kim et al., 2014).
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Tabla 1. Estudios genéticos de Capsicum y sus principales aportes

Especie Marcador Principales aportes Referencia
186 accesiones de  Polimorfismo La diversidad genética total para Loaiza-
Capsicum en enzimatico Capsicum: domesticadas=0.077y  Figueroa et
México, (aconitasa, silvestres=0.282. Se encontrd al., 1989
domesticadas, isocitrato diferenciacion genética significativa

semi domesticadas deshidrogenasa, entre poblaciones que difieren

y silvestres malato geograficamente. La estructura de las

deshidrogenasa, poblaciones de Capsicum en México

peroxidasa, entre consiste en genotipos

otras) predominantemente homocigos
debido al sistema de reproduccion de
autopolinizacion y cuellos de botella
en las poblaciones

43 muestras de RAPD (Random Las poblaciones de Capsicum Votava et al.,
C.annuum var. Amplified geograficamente cercanas son 2002
glabriusculum de  Polymorphic genéticamente mas similares entre

Arizona E.U., in DNA) si. Las poblaciones de Coronado

situ 'y de México y National Forest en Arizona, pueden

Guatemala ex situ ser una poblacion de chiles

disyunta con fuertes presiones
selectivas y/o deriva después de un
efecto fundador

74 muestras de AFLPs (Aplified Diversidad genética total H=0.280, Guzman et

Capsicum spp. de  Frafment Length diversidad genética de muestras al., 2005
Guatemala: C. Polymorphims)  semicultivadas H=2.48 y cultivadas

annuum, C. H=2.86. La diversidad genética de

chinense, C. los traspatios de Alta Verapaz es

frutescens, C. representativa del total de la

pubescens, diversidad génica de Guatemala
semicultivadas y

cultivadas

C. annuum, Loci nucleares,  Heterocigosidad Dhn=0%, Aguilar-
namero de DHn, G3pdhy G3pdh=25% y Waxy=10%. Meléndez et
muestras: Waxy Diversidad promedio de los 3 loci  al., 2009
58 semisilvestres en chiles semisilvestres 6,=2.80x10"

22 domesticadas, 3y 6,=2.55x10" para domesticados.

en México La diversidad total de haplotipos en

chiles semisilvestres es del 74% y
en domesticados del 52%, por lo
tanto, la variacion en muestras
cultivadas es un subconjunto de la
diversidad total de los chiles
silvestres.



661 individuos de 9 microsatélites  La mayor variacion genética se Gonzélez-

27 poblaciones de  altamente encontrd en las poblaciones de Jara et al.,
C. annuum var. polimérficos Yucatan y la menor en poblaciones 2011
glabriusculum de Sonora. Fs7= 0.430 para todas
silvestres y las poblaciones y la prueba de
arvenses en Mantel mostré correlacion entre la
México distancia genética y geografica

(r=0.652).

Ademas de estudios con marcadores moleculares, se han realizado diversos
trabajos para analizar el genoma del chile. Estos trabajos incluyen la secuenciacion
genomica del chiltepin, que presenta un genoma de 3.07 Gb; la secuenciacion de la
variedad Zunla-1, que tiene una longitud total de 3.26 Gb (Qin et al., 2014); y la de una
variante del estado de Morelos, cuyo tamano es de 3.48 Gb (Kim et al., 2014). Estos
estudios muestran que el tamafo del genoma del chile es de aproximadamente entre 3
y 3.5 Gb, influenciado por la acumulacién de secuencias repetitivas en regiones
heterocromaticas y eurocromaticas (Kim et al., 2014), asi como a la presencia de una
gran cantidad de elementos transponibles. A pesar de que el tamafno del genoma de C.
annum es similar al de la papa y el jitomate (Kim et al., 2014; Qin et al., 2014), durante
la domesticacion del chile hubo eventos de translocacion de regiones cromosomicas

que diferencian a los parientes silvestres de los cultivos (Qin et al., 2014).

5. Conservacion de la diversidad genética en Capsicum

Una de las principales razones para estudiar a los parientes silvestres de los cultivos,
es que constituyen un reservorio genético que pueden aportar a solucionar problemas
agricolas, proporcionando diversidad genética para enfrentar problemas como plagas

y enfermedades (Hernandez-Verdugo et al., 1998; Hernandez-Verdugo, 2018).

Pero, ¢Por qué conservar la diversidad genética? Spielman y colaboradores
(2004) proponen que a menor diversidad genética, aumenta la probabilidad de extincidon
de las especies, ya que la diversidad es la “base del cambio evolutivo” para la
adaptacion al cambio climatico, a nuevos habitats y para las cambiantes interacciones

bidticas. A los parientes silvestres de los cultivos se les considera como reservas de
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variacion genética, al ser organismos de los que derivaron los organismos cultivados,
con un gran potencial para contribuir con rasgos para la mejora de los cultivos para
aumentar el rendimiento, la estabilidad y o la resistencias abioticas y bidticas (Maxted,
et al., 2006, 2012). En la gran mayoria de los parientes silvestres no hay informacion

sobre la diversidad genética.

Un reto importante para la conservacion de la biodiversidad es que generalmente
no se comprende su valor actual ni su potencial para el futuro (Maxted et al., 2012).
Maxted y colaboradores (2012), estimaron que las 2500 especies de plantas que se
cultivan en el mundo cuentan con aproximadamente 50,000 parientes silvestres (Lyuri,
2008), de los cuales 800 son de maxima prioridad para la conservacion activa
inmediata, debido a su relaciéon con los cultivos alimentarios. Se espera que para el
2055, cerca del 16-22% de los parientes silvestres de cultivos se extingan, y aunque no
se extinguieran, muchos de estos parientes silvestres con distribucién fragmentada
estarian gravemente amenazados (Jarvis et al., 2008). Si bien algunas poblaciones de
los parientes silvestres se encuentran resguardadas en areas protegidas,
especialmente cuando son declaradas de interés nacional para los paises (Maxted et
al., 2012), hay que tomar en cuenta que el cambio climatico afectara las condiciones

agroambientales de las zonas en las que las especies se distribuyen.

Una posible herramienta de conservacion es la llamada “translocacion genética”
0 “migracion asistida”, que se lleva a cabo en el area de distribucion de la especie, en
la cual puede haber flujo génico que resulte en la mejora o conservacion de la
adaptacion de la especie. Esta herramienta puede ser util en especies que pasaron por
fragmentacion del habitat o en especies con un amplio rango de distribucion con
diferencias clinales que tengan bajo rendimiento, permitiendo en ambos casos, lograr
una mayor adaptabilidad y resiliencia evolutiva (Sgro et al., 2011). En este sentido, una
perspectiva evolutiva debe incorporarse al planear politicas de conservacion y se vuelve
especialmente relevante al experimentar el cambio climatico y la fragmentacion del
habitat (Sgro et al., 2011). En este sentido, las politicas de conservacion deben
incorporar una perspectiva evolutiva, y se vuelven de particular relevancia al hacer
frente a problematicas como el cambio climatico y la ofragmentacion del habitat (Sgro
etal., 2011).
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Los patrones de distribucidn geografica ayudan a entender cémo ocurren los
cambios de la riqueza vegetal, para asi hacer planes de manejo para su conservacion
(Hernandez-Verdugo, 1998, 2018). Las principales formas de conservar la diversidad
genética pueden dividirse en conservacion in situ y conservacion ex situ (Sgro et al.,
2011; Hoban et al., 2020). Por un lado, en la conservacion in situ de la
agrobiodiversidad, las plantas se conservan en su distribucion original y continuan alli
evolucionando. Para el caso de las especies silvestres, esto normalmente ocurre en
sitios geograficamente determinados, aislados de la fragmentacion del habitat y bajo el
supuesto de un clima estable, generalmente alejados de las tierras agricolas o ciudades
(Sgro et al., 2011; Hoban et al., 2020). Sin embargo, algunos parientes silvestres
también crecen en vegetacion secundaria o zonas perturbadas, como es el caso de los
algodones (Casas et al., 2016; Hernandez-Teran, 2020), por lo que su conservacion

no depende estrictamente solo de la vegetacion primaria (Goettsch et al., 2021).

Para el caso de las especies bajo manejo, la conservacién in situ se refiere a
que dichas plantas continuen siendo sembradas o manejadas, por lo que los
campesinos y los pueblos indigenas son parte fundamental. En otras palabras, se
conserva la diversidad genética al fomentar la disponibilidad de plantas utiles y
protegerlas mejorando los ambientes locales. Por lo tanto, la conservacion in situ puede
conllevar procesos de seleccion artificial y domesticacion incipiente. Tan solo en
Mesoamérica se tiene registro de 600-700 especies botanicas bajo manejo in situ
(Casas et al., 2007; Casas y Parra, 2007).

Asimismo, existe la agricultura a pequefia escala, que se caracteriza en que
parte de la producciéon se destina al autoconsumo, a diferencia del modelo de
agricultura convencional que consiste en la modernizacion agricola para maximizar la
produccion, lo que ha implicado impactos negativos en los ecosistemas y amenazas a
la sostenibilidad. Especificamente, los pequefios agricultores incorporan variedades
agricolas modernas y tradicionales, lo que se traduce en niveles significativos de
biodiversidad en las parcelas campesinas. Por ello, que la biodiversidad en las parcelas
se relaciona con la resiliencia y el aumento de la seguridad alimentaria, manteniendo:
cultivos tradicionales, plantas silvestres y especies animales (Altieri y Toledo, 2011;
Altieri et al., 2012; Chappell et al., 2013). La agricultura a pequefia escala, o campesina

contribuye a mantener y generar la diversidad genética, pues aunque las parcelas son
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pequefias, en total constituyen millones de hectareas, donde miles de familias
campesinas realizan el proceso de seleccién de semillas en ambientes y condiciones
culturales distintas (Bellon et al., 2018, Bellon et al., 2021). Asi, la soberania alimentaria
representa una nueva perspectiva hacia la conservacion de la biodiversidad en
asociacién con cientificos y economistas, por mencionar algunos sectores, para que los
agricultores puedan obtener un mayor acceso a conocimiento agroecolégico, asi como
a tierras, semillas y alternativas agroecoldgicas que se adapten a las necesidades de
los productores (Altieri y Toledo, 2011; Altieri et al., 2012).

Por otro lado, en la conservacion ex situ, el germoplasma de las plantas que se
colecta en su area de distribucién original y se almacena en bancos de semillas, los
cuales se centran en la conservacion de la mayor cantidad de especies posibles y no
en el rescate de la diversidad genética per se (Hoban et al., 2020). Sin embargo, Walters
y colaboradores (2013) advierten que entre el 10 a 20% de las especies de plantas (la
mayoria tropicales), no pueden ser almacenadas en bancos de semillas. De tal forma
que el éxito de la conservacion in situ y ex situ dependeran de la planeacion y las
gestiones que conduzcan a favorecer la diversidad genética de las poblaciones (Sgro
et al., 2011; Maxted et al., 2012; ; Hoban et al., 2020). Jardoén-Barbolla (2015, 2016)
analiza los esfuerzos de la conservacidon ex situ y la dependencia de unos cuantos
cultivos que sostienen la alimentacion humana. En este sentido, es importante
considerar el esfuerzo de los agricultores y agricultoras locales que durante
generaciones dieron origen a las variedades locales que hoy en dia forman parte de
esfuerzos de conservacion ex situ, como sucede en la Béveda de Semillas de Svalbard.
Jardon-Barbolla (2016) nos muestra un panorama al que llama “cosificacién de la
diversidad genética”, en donde enfatiza la necesidad de reflexionar sobre las causas de
pérdida de diversidad antes de llegar a poner nuestras esperanzas en la conservacion

ex situ.

Si bien hoy en dia tenemos nocion de la importancia de la diversidad y
conservacion de las especies, Nicolai Vavilov fue un pionero en el tema, dando especial
importancia a los parientes silvestres de los cultivos. Vavilov contaba con la inquietud
de involucrar el conocimiento genético y evolutivo en el mejoramiento de los cultivos y
con un fuerte compromiso social a evitar la hambruna en el mundo, mediante el estudio

de la agrobiodiversidad (Vavilov, 1920, 1922, 1951). Adicionalmente, Vavilov tenia la
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vision de entender la linguistica, la evidencia arqueoldgica y la historia como parte
integral de la labor botanica para entender el origen histérico de la agrobiodiversidad
como producto de la sociedad y la naturaleza (Jardon-Barbolla, 2021). Vavilov sentd
las bases por el interés en la conservacion de la agrobiodiversidad. Actualmente hay
una creciente motivacién a nivel mundial en desarrollar estrategias de conservacion,
entre las cuales se encuentra el Convenio sobre la Biodiversidad Biol6gica (CBD) que
en 2010 puso en marcha las metas de Aichi para ser cumplidas en 2020.
Especificamente, el objetivo 13 se centra en preservar la diversidad genética de plantas

cultivadas y sus parientes silvestres (Convention on Biological Diversity (CBD), 2011).

En México los esfuerzos para la planificacion de programas de conservacion de
la diversidad genética de cultivos y sus parientes silvestres buscan integrar los procesos
evolutivos actuales, ademas de involucrar a los grupos de investigacion con agricultores
para proponer programas que favorezcan el desarrollo agricola sustentable (Mastretta-
Yanes et al., 2018). Una metodologia para incluir a cualquier taxén sin datos genéticos
previos y asegurar su variacion genética, son los proxies de diversidad genética (PDG).
Los PDG son una representaciéon de la diversidad genética con un enfoque en la
integracion de variables ambientales y filogeograficas (variables ecoldgicas vy
genéticas). Por tanto, se emplea la variabilidad ambiental y la diferenciacion historica
guiada por patrones filogeograficos, lo cual es una opcion cuando los estudios
genéticos son inviables o los presupuestos para su estudio limitados (Tobon-Niedfeldt
et al., 2021).

La posicion geografica de México y las complejas historias climaticas y
geoldgicas asociadas (sistemas montafiosos tales como sierras y cinturones que van
de los 1,000-5,000 m.s.n.m, ademas de desiertos), convierten a México en un pais
idoneo para el estudio de la evolucion y diversificacion de la biodiversidad vegetal (Sosa
et al., 2018). Adicionalmente la evolucion de los cultivos guiada por los seres humanos,
las practicas culturales, sistemas de manejo ejercen un papel relevante como es el caso
de los chiles (Jardon-Barbolla, comunicacion personal, septiembre 2021). En relacion
con lo anterior, el trabajo gendmico mas reciente que incluye variedades locales y
distintas especies de chiles fue realizado por Taitano y colaboradores (2018), quienes
estudiaron accesiones de variedades locales mexicanas y accesiones globales de

chiles, con el objetivo de caracterizar la diversidad genética para estudiar alelos
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potencialmente utiles para el mejoramiento de cultivares modernos. Encontraron
diferencias genéticas entre las variedades locales de chiles, las cuales presentaban
diferentes usos, ademas de que la diversidad genética se relacionaba estrechamente
con las técnicas de cultivo empleadas en las variedades locales. Los autores del estudio
sugieren que, si bien hay diferencias gendmicas en las variedades locales, éstas no se
detectan al incluir la coleccion global. Adicionalmente encontraron sefiales de seleccion
en las regiones cromosomicas adjuntas que se correlacionan con la morfologia de la
fruta.

El siguiente paso en el estudio de la diversidad genética de los chiles silvestres
es estudiar su variacién genética a nivel poblacional. Actualmente es posible generar
datos genéticos de decenas o cientos de muestras mediante métodos de secuenciacion
reducida de genomas, mismos que pueden ensamblarse de novo o usando un genoma
de referencia (Andrews et al., 2016). Sin embargo, dichos métodos requieren DNA de
alta calidad (Andrews et al., 2016), lo que para parientes silvestres de cultivos puede

representar un reto.

6. Retos y limitantes de estudios moleculares y genéticos en parientes silvestres

Los Polimorfimos Nucleétido Unico (SNPs) son variaciones en solo una par de bases
en una posicion determinada del genoma que se presentan una porcién lo
suficientemente grande de la poblacion (1% o mas). Existen métodos de
“representacion reducida” de genomas que permiten obtener miles y hasta millones de
SNPs. Estos métodos consisten en secuenciar solo una fraccion del genoma que
preliminarmente ha sido digerido por enzimas de restriccion, las cuales en sitios
especificos del genoma (Andrews et al., 2016). Entre los métodos de secuenciacion
reducida de genoma, se encuentran la secuenciacion asociada a sitios de restriccidon o
RADseq (Restriction site-associated DNA sequencing) el ddRad (Double digest
restriction-site associated) y el GBS (Genotyping by sequencing) (Narum et al., 2013;
Andrews et al., 2016). Todos estos métodos requieren una cantidad minima de DNA de
20-50 nanogramos por microlitro de muestra, ademas de que el DNA debe estar poco
fragmentado para que la extraccion se considere lo suficientemente buena (Universidad

de Wisconsin, Centro de Biotecnologia, 2021).
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La obtencion de DNA de buena calidad es a veces un reto en parientes
silvestres, ya que no presentan ningun sindrome de domesticacién, por tal motivo su
germinacion y crecimiento son lentos (Casas et al., 2007). Esto representa problemas,
ya que el periodo de colecta en campo se acota a unos cuantos meses (para colectar
hojas) o las semillas se tienen que germinar (Hernandez-Verdugo, 2018). Casas y
colaboradores (2007) encontraron en chiles un gradiente en el tiempo de germinacion
en individuos cultivados, semi-silvetres y silvestres, especificamente en plantas
perennes de vida larga, con polinizacion cruzada, con y sin propagacion vegetativa,
plantas herbaceas con y sin propagacion vegetativa, puesto que la intensidad en el
manejo se encuentra vinculado con la germinacion. Es asi que generalmente a mayor

grado de domesticacion, es menor el tiempo de germinacion.

Especificamente, en C. annuum el rasgo mas claro de la domesticacion es
cambio en la velocidad de germinacion, siendo mas rapido en los chiles domesticados,
tal vez debido al hecho de que las accesiones de frutos mas pequefos pueden haber
sido objeto de menos seleccion (Pickersgill, 2016; Bernau et al., 2020). Bernau y
colaboradores (2020), estudiaron las condiciones de germinacion de semillas de chiles
silvestres y variedades locales en respuesta al estrés hidrico. Sus resultados mostraron
que la germinacién reducida en condiciones de baja humedad puede ser adaptativa al
nivel poblacional; la germinacion mas lenta y reducida bajo estrés por sequia puede ser
un mecanismo de evitacion adaptativo. Es asi como el tiempo prolongado de
germinacion en parientes silvestres, el crecimiento lento de las plantas, la tasa de
germinacion baja y en diferentes tiempos, conllevan a mayores dificultades para la
extraccion del material genético (Casas et al., 2007). En cuanto a los tejidos utilizados
en la extracciéon de DNA, especificamente en Capsicum, se han reportado el uso de
tejido foliar realizado de hojas pues se considera que la capsaicina interfiere el proceso
de extraccion, por lo tanto, no se ha probado la extraccidén de otras partes de la planta
(Hernandez-Verdugo, 2018).

Si se cuenta con DNA de estudios previos que no implementaron métodos
genomicos, resulta desafiante obtener DNA gendmico apto para su secuenciacion, ya
que el DNA se degrada con el paso del tiempo, pudiendo tener una concentracion
menor a 20 ng/ml requerida para GBS y/o el volumen de muestra no ser suficiente. Una

opcion para recuperar muestras de las cuales se cuenta con muy poco DNA, es aplicar
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meétodos de amplificacidén de genoma, como el kit REPLI-g de Qiagen (Qiagen 2021a;
Qiagen 2021b) que utiliza la amplificacion del genoma isotérmico, mejor conocida como
amplificacion de desplazamiento multiple con la polimerasa Phi 29. Como resultado se
obtiene una amplificacion imparcial de genomas completos. El protocolo de REPLI-g
consiste en la union de hexameros aleatorios al DNA desnaturalizado, posteriormente
ocurre la sintesis por desplazamiento de cadena a temperatura constante. La DNA
polimerasa no se disgrega de la cadena de DNA, por lo tanto, puede generar
fragmentos de hasta 100kb, ademas de que la polimerasa tiene actividad exonucleasa
3’ — 5’ (Qiagen 2021a; Qiagen 2021b). Sin embargo se ha reportado (Ahsanuddin et
al., 2017) que el kit REPLI-g produce artefactos por dos vias: amplifica contaminantes
de laboratorio, y amplifica de forma no aleatoria de las muestras de DNA. REPLI-g se
ha empleado en estudios de metagendomicos de baja biomasa, o estudios de
microbiomas como abejas (Herb et al., 2012), en sangre humana de neonatos (Mendell
etal., 2012), en virus en pangolines (Liu et al., 2019), en bacterias marinas no cultivadas
(Stepanauskas y Sieracki, 2007), o en células individuales de sangre (Qn et al., 2019),
por mencionar algunos. No se habia probado en plantas con genomas grandes, como
es el caso del chile, por lo que es incierto si puede ser util para recuperar muestras con

baja concentracion de DNA o si producira artefactos.

Por ejemplo, el tener muestras con diferentes estatus de domesticacion y tejidos
de Capsicum, asi como diversos métodos de extraccidn y recuperacion, desconocemos
si el DNA extraido sea de la misma calidad y si las digestiones son inconsistentes, lo
cual puede llegar a ser problematico al hablar de datos perdidos y exceso de

homocigosis (O'Leary et al., 2018).

Otro de los grandes retos al estudiar los parientes silvestres, en contraste con
las plantas cultivadas, es que las plantas silvestres generalmente tienen mayor
diversidad genética, pero para realizar estudios gendmicos los genomas de referencia
disponibles son en su mayoria de variedades domesticadas. Tal es el caso de los
parientes silvestres de cacahuates (Zhuang et al., 2019), duraznos (Li et al., 2019a; Li
et al., 2019b), jitomates (Lin et al., 2014), berenjenas (Acquadro et al., 2017), y vides
(Marrano et al., 2018). Actualmente, el estudio gendmico de parientes silvestres se esta
inclinando por el ensamblado de novo como en calabazas pipianas (Barrera-Redondo
et al., 2020), vides (Badouin et al., 2020), frijol de soya (Xie et al., 2019) y jitomate
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(Razali et al., 2018). Asimismo, se ha optado por el ensamblado de pan-genomas, para
obtener la mayor cantidad de variacién en parientes silvestres y cultivos de arroz (Zhao
et al., 2018), y en parientes silvestres y cultivos de frijol de soya (Liu et al., 2020). El
genoma de referencia que se ocupa para mapear datos de secuenciacion reducida de
genomas es muy relevante, ya que permite ahorrar tiempo y mejorar la anotacién ya
que muchos genomas de referencia cuentan con la anotacion de genes que sirven para

proponer hipotesis, dependiendo del enfoque del trabajo.

El presente estudio busca aportar informacion acerca de la diversidad gendmica
de C. annuum var. glabriusculum, uno de los parientes silvestres con mayor relevancia
para el resguardo de la seguridad alimentaria de uno de los cultivos de gran importancia
econdmica y cultural, como lo es el chile. Como un primer paso para poder realizar
estudios gendmicos a escala poblacional, examinamos si es posible obtener DNA de
calidad para secuenciacion reducida de genoma mediante la técnica de genotipado por
secuenciacion (GBS por sus siglas en inglés; Andrews et al., 2016) a partir de DNA de

diversas fuentes.

Hipotesis

I) Se espera mayor diferenciacién genética entre las poblaciones de C. annuum var.
glabriusculum silvestres y/o semi-silvestres respecto a las cultivadas, debido a que
éstas ultimas han perdido variabilidad genética por los procesos de domesticacion

ejercidos por el ser humano.

II) La distribucién espacial de los chiles favorecera el agrupamiento de las poblaciones

mas cercanas geograficamente entre si.

[Il) La fuente de la que se obtuvo el DNA para la secuenciacion: tejido seco, congelado,
fresco; fruto seco y congelado; re-amplificacion de DNA (REPLI-g), pueden influir la
calidad de la secuenciacion y causar artefactos que dificulten la determinacién precisa

de la de la estructura genética de C. annumm var. glabriusculum.
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Objetivo general
Determinar cémo el grado de domesticacion y la cercania geografica influyen en la

diferenciacion gendmica de las poblaciones de chile silvestre y semi-domesticado a lo

largo de su area de distribucion en México.

Objetivos particulares

|.- Determinar la estructura genética a nivel genémico de C. annuum var. glabriusculum

en México.

Il.- Inferir si el grado de domesticacion influye en la estructuracion genémica de C.

annnuum.

lll.- Dados los retos para la obtencion de DNA de calidad en parientes silvestres,
determinar si fuentes alternativas de tejido y la re-amplificacion de DNA causan
artefactos en la obtencion de SNPs, que a su vez afecten la estimacién de la estructura

y variacion en C. annnuum.

Metodologia general

Materiales biologicos v colecta

La mayoria de las colectas necesarias para este proyecto ya se habian realizado
previamente (Pagan et al., 2009; Gonzalez-Jara et al., 2011). Asi, ya contabamos con
DNA de baja concentracion, al que tratamos con el kit de amplificacion gendmica total

(REPLI-g de Qiagen), para aumentar su concentracion.

Las muestras de C. annuum se complementaron mediante colectas en
Querétaro, Chiapas y Oaxaca (Anexo 3). Debido a que algunas de las muestras de las
localidades anteriormente mencionadas carecian de hoja y teniamos una coleccion de
semillas, decidimos germinarlas probando las siguientes condiciones: 1) consistié en
200 microlitros de acido gibereélico a una concentracion de 250 mg/L y 24 horas de

reposo; 2) en la escarificacién con acido sulfurico puro por 5-10 segundos, mas 24 horas
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de incubacion con acido giberélico, 3) la incubacion a 35°C en cajas de Petri, hasta que
la semilla germinara. En todos los casos las semillas fueron puestas en charolas de

germinacion en el invernadero del Instituto de Ecologia, UNAM.

Se utilizaron las siguientes fuentes de DNA: tejido seco, hoja congelada y fresca,
fruto seco y congelado, REPLI-g y herbario (Tabla 2). Ademas, se consideraron tres
distintos grados de domesticacion: el primero o muestras silvestres sin modificaciones
fenotipicas asociadas a la domesticacidén y que se encuentran en un ambiente silvestre,
segundo muestras semisilvestres que definimos con modificaciones muy incipientes o
nulas asociadas a la domesticacion, pero que se encuentran fuera del ambiente
silvestre (por ejemplo, traspatio) y por ultimo muestras domesticadas o cuando ya
presentan un sindrome de domesticacion claro. El numero de muestras de cada fuente
de DNA y grado de domesticacion se muestra en la Tabla 3, dando como resultado un

total de sesenta y siete individuos secuenciados.

La calidad gendmica de las muestras se evalu6 con tres métodos. Primero con
geles de agarosa al 0.8%, en TBE 1X a 90V por 40 minutos Segundo, con el equipo
nanodrop, conservando para el analisis aquellas muestras con concentracién mayor o
igual a 30 ng/uL y absorbancia A260/280 (que indica la cantidad de RNA vy
contaminacion con impurezas organicas e inorganicas) de 1.80-2.0. El tercer método
implicé una lectura en Qubit de concentraciones de al menos 20 ng/uL. Usando ggplot
2 (Wickham, 2016) en R (R Core Team, 2020), construimos un mapa con las
coordenadas geograficas de cada muestra y las provincias biogeograficas asociadas al

territorio mexicano.
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Tabla 2. Fuentes de DNA de C. annuum que se utilizaron para la extraccién de DNA

Fuente del DNA

Caracteristicas de la fuente Tiempo de almacenamiento

del DNA

Tejido seco

Abarco la hoja y el peciolo,
este tejido se secd
previamente en gel de
silice y se mantuvo
almacenado a temperatura
ambiente

Tres a cuatro meses

Hoja congelada

Tejido almacenado a una
temperatura de -20°C por lo
que al momento de la
extraccion la hoja estaba
hidratada

Un afo - afo y medio

Fruto seco

Tejido de frutos
almacenados a
temperatura ambiente en
sobres de papel manila
(solo se extrajo el pericarpo
y la placenta)

Ao y medio - dos afos

Fruto congelado

Tejidos de frutos
almacenados a -20°C y
estaban hidratados. Solo se
extrajo el pericarpo y la
placenta)

Un afo - afo y medio

Hoja fresca

Se corté al momento de la
extraccién de las hojas y
peciolo los chiles,
previamente crecidos en
invernadero

No aplica

Tejido de herbario

Se escogieron las hojas
mas grandes de herbario y
su extraccion fue posterior

a la donacién

Once afios

Re-amplificaciéon de
DNA previamente extraido
(Kit REPLI-g)

Estas muestras provienen
del trabajo de Gonzalez-
Jara et al., 2011, que
fueron re-extraidas de hoja
seca por la Dra. Alejandra
Moreno en 2018. El DNA
se almacené a -20°Cy se
utilizo el kit REPLI-g para
aumentar la concentracion
del material genémico

ARo y medio
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Tabla 3. Estatus de domesticacion, fuente del DNA y numero de muestras para el presente

estudio
Estatus de Fuente del DNA Numero de muestras
domesticacion

Silvestre REPLI-g 14
n=37 Tejido seco 17
Tejido fresco 2

Hoja congelada 2

Fruto seco 1

Herbario 1

Semi-silvestres REPLI-g 3
n=23 Tejido fresco 5
Hoja congelada 11

Fruto seco 2

Fruto congelado 2

Domesticado REPLI-g 1
n=7 Tejido fresco 5

Fruto seco 1
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Secuenciacion

Se obtuvieron datos genomicos de las muestras mediante GBS (Genotyping By
Sequencing), que es un método de representacion reducida del genoma. GBS permite
la identificacion de miles a millones de SNPs a lo largo del genoma de cientos de
muestras mediante la secuenciacion de fragmentos de DNA cercanos a enzimas de

restriccion (Narum et al, 2013).

La construccion y secuenciacion de las bibliotecas GBS (Narum et al, 2013), se
realizé con la enzima de corte frecuente ApeKl, en el Centro de Biotecnologia de la
Universidad de Wisconsin-Madison, en la plataforma NovaSeq 6000, en una linea
compartida. Se obtuvieron 250 millones de lecturas por la placa o bien 2.6 millones de

lecturas por muestra, a partir de extremos pareados (paired-end, 2x150).

Analisis bioinformdticos

El flujo de trabajo se llevd a cabo en cuatro puntos, como se muestra en la Figura 2 y
se explica detalladamente a continuacidn. Asimismo, todo el trabajo bioinformatico de
esta tesis esta en la plataforma GitHub en el repositorio de codigo

https://github.com/gabymandrade/Capsicum_GBS.
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®Pre-procesamiento

1
® Alineamiento de lecturas
2
®llamado de SNPs
3
® Andlisis gendmico-poblacionales
4

FIGURA 2. Resumen del flujo de trabajo que se dividié en cuatro puntos principales. Primero,
el pre-procesamiento consistio en la eliminacion de adaptadores y el demultiplexeo. Segundo,
el alineamiento de las lecturas contra un genoma de referencia y el indexado del genoma.
Tercero, llamado de SNPs y el ensamblado de los loci. Cuarto, los analisis gendmico
poblacionales, con los calculos de estadisticos a nivel poblacional y graficas de estructura

genomica.

1.-Preprocesamiento

La calidad de las lecturas o reads de todas las muestras antes de demultiplexear se
revisé en el informe MultiQC. La limpieza de las lecturas se realizdé con Trimmomatic v.
3 (Bolger et al., 2014), en modo paired-end y con ILLUMINACLIP TruSeq2-
PE.fa:2:30:10, con una longitud minima de corte de lectura de 140 (MINLEN:140). El
“‘demultiplexeo” se llevo a cabo con Process radtags en Stacks v. 2.2 (Catchen et al.,
2013), en modo paired-end, contemplando que la enzima utilizada en la secuenciacion
fue ApeKlI, y corriendo el script con los flags --inline_null -r -c -q (Fig. 3). Después del
demultiplexeo y eliminacion de adaptadores, se analizo la calidad de las muestras de
forma independiente con el programa FastQC v0.10.1 (Andrews, 2010). Posteriormente
graficamos en R v. 4.0.3 (R Core Team, 2020) con la paqueteria ggplot2 (Wickham,
2016) las lecturas por muestra para cada una de las poblaciones estudiadas y el

numero de lecturas coloreadas por fuente de DNA.
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1. Preprocesamiento

v

Revisién de

Por placa calidad MultiQC
Illuminacli Eliminar . .
TruSeq2—PF|; adaptadores Trimmomatic

Enzima

S5ECT Demultiplex Process radtags

P (Stacks)

Por muestra Control de calidad FastQC

FIGURA 3. Flujo de trabajo del pre-procesamiento de los datos. En medio de muestra el paso
(analisis de calidad conjunto, eliminar adaptadores, demultiplexeo y analisis de calidad por
muestra), a la derecha se muestra el programa de coémputo utilizado en cada paso y a la

izquierda especificaciones utilizadas.

2.- Alineamiento de lecturas

El alineamiento de lecturas se realiz6 utilizando como genoma de referencia el de una
variedad local de C. annuum, CM334 (Kim et al., 2014), proveniente de Morelos. El
genoma de referencia se descargd desde GenBank con el cédigo de acceso
GCA_000512255.2, usando el vinculo ftp. El indexado del genoma se realizé utilizando
el programa BWA v. 0.7.17 (Li y Durbin, 2009) con la funcion bwa index y el algoritmo
bwtsw (para genomas grandes), pues el genoma de C. annuum var. glabriusculum es
de aproximadamente 3.07 Gb (Qin et al., 2014) (Fig. 4).

Para el alineamiento con el genoma de referencia, utilizamos el genoma
previamente indexado. El alineamiento per se utilizé el algoritmo bwa mem
implementado en BWA (Li y Durbin, 2009), dicho algoritmo se emplea para lecturas de
alta calidad, es preciso y rapido, con un porcentaje de error menor al 3% para lecturas
con longitud de 150 pb (Fig. 4) (Li y Durbin, 2009).
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2. Alineamiento de lecturas

\

Descargar genoma

Kim et al, 2014 de referencla NCBI
Bwtsw (genom‘.’:ls Indexado del genoma BWA
grandes) BWA index

Alineamiento con
BWA mem BWA

genoma de referencia

FIGURA 4. Flujo de trabajo del alineamiento de las lecturas, primero se descargé el genoma de
referencia, posteriormente se indexé el genoma y finalmente alineamos las muestras de
Capsicum con el genoma de referencia. Del lado derecho de la figura se especifica el parametro
utilizado o la referencia del genoma, en medio el objetivo y del lado izquierdo se indica el

programa con el que se realiz6é cada analisis.

Para comparar el porcentaje de las lecturas que se alinearon exitosamente
contra el genoma de referencia segun el tipo de muestra (silvestre, semi-silvestres o
cultivada) y el método de extraccion de DNA (método de preservacion del tejido y tipo
de tejido de la planta), se visualizaron los datos con un diagrama de caja. La figura se
hizo con el software R, con el paquete ggplot2 utilizando el output de gstacks. El
diagrama de caja lo realizamos filtrando las muestras cuya fraccion de mapeo de las
lecturas contra el genoma de referencia fue menor a 0.60. Adicionalmente, se realizé
una prueba de ANOVA de dos vias para verificar si el grado de domesticacién, la fuente
del DNA o la interaccion entre ambas variables influia en la fraccion de lecturas

mapeadas contra el genoma de referencia, utilizando el paquete utilizando R.

3.- Llamado de SNPs

El llamado de SNPs por individuo se realizé con Stacks (Catchen et al., 2013), en una
sola funcion (ref_map.pl) que engloba dos analisis: gstacks y populations. Ref_map.pl,
trabaja con datos previamente alineados contra un genoma de referencia.
Particularmente, gstacks realizé el llamado de SNPs y el ensamblado de los loci con
las posiciones de alineamiento proporcionadas (Fig. 5) (Catchen et al., 2013). En este

paso se utilizaron los valores por defecto de gstacks, incluido la cobertura minima de 2.

37



Posteriormente los loci e individuos se filtraron modificando parametros de populations

conforme se indica en la siguiente seccion.

3. Llamado de SNPs

ref_map.pl Gstacks:Llamado
(gstacks + de SNPs y Stacks
populations) ensamblado de loci

FIGURA 5. Flujo de trabajo del lamado de SNPs, que se realizé mediante el analisis ref_mal.pl
para el llamado de SNPs y el ensamblado de los loci. Del lado derecho de la figura se
especifican los parametros utilizados, en medio el objetivo y del lado izquierdo se indica el

programa con el que se realiz6 el analisis.

4.-Analisis genomico-poblacionales

Los estadisticos resumidos a nivel poblacional los obtuvimos de populations del analisis
ref_map.pl, descrito anteriormente. Inicialmente filtramos loci que no estaban en
equilibrio Hardy-Weinberg. Este paso se realizé porque se detectaron regiones con un
exceso de sitios variables por locus, lo cual crea un exceso de heterocigosis. Este
exceso de heterocigosis en datos GBS frecuentemente es causado por regiones
repetitivas o paralogos que se ensamblan como un solo locus (Mastretta-Yanes et al.,
2014).

Posteriormente se filtraron los datos acordes a: el numero minimo de
poblaciones en las que deberia estar presente un locus (-p). Este parametro se
estableciéo como -17 ya que es un poco mas de la mitad del total de poblaciones (30).
El porcentaje minimo de individuos a nivel poblacional para que un locus se procese (-
r) se establecié en 0.5 (50% de individuos por poblacion). Se filtraron los loci cuya

frecuencia minima del alelo menor (-MAF) fuera <0.05; esta medida nos ayuda a
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descartar loci que son poco polimérficos y que podrian ser producto de errores de
secuenciacion. También se establecié el numero minimo de alelos menores para
procesar un SNP (-min-mac, parametro que se aplica a nivel de poblacién) en 2. Este
parametro sirve para evitar loci monomorficos. Por ultimo, ya que FastStructure (Raj et
al., 2014) requiere SNPs que no estén ligados genéticamente, utilizamos la funcion --
write-single-snp de Stacks para exportar solo un SNP por locus, lo que evita que el
conjunto de datos tenga SNPs a pocos pares de bases entre si, que estarian

fuertemente ligados (Fig. 6).

Para explorar la estructura y detectar los conglomerados en los datos
genomicos, asi como los datos atipicos, realizamos un Analisis de Componentes
Principales o (PCA, por sus siglas en inglés). Para realizar el PCA convertimos los datos
a un archivo .bed con Plink v 1.9 (Purcell et al., 2007), utilizando los datos genéticos
con la funcion -pca, posteriormente se graficaron los dos primeros componentes en el
paquete ggplot2 (Wickham, 2016) en el programa (R Core Team, 2020). En el PCA se
incluyd el grado de domesticacion y se identificaron graficamente las siguientes
propiedades como analisis exploratorio: localidad geografica, estados mexicanos,
provincias biogeograficas, fuente de DNA (para descartar que tuviera un efecto sobre

los agrupamientos) y latitud y longitud.

Posteriormente realizamos un Analisis Discriminante de Componentes
Principales o DAPC por sus siglas en inglés, en Rstudio (R Core Team, 2020) con la
paqueteria adegenet (Jombart, 2008; Jombart y Ahmed, 2011). EI DAPC es un enfoque
estadistico multivariado, el cual requiere poblaciones definidas, de tal forma que
maximiza la varianza en las poblaciones, la minimiza dentro del grupos y la divide en
componentes inter e intrapoblacionales. Los datos se transforman mediante |) un
analisis de componentes principales o PCA, y Il) los grupos se identifican mediante el
analisis discriminante DA. El DAPC, identifica grupos de individuos genéticamente
relacionados y la contribucidn de alelos individuales a la estructuracion de la poblacién
(Jombart et al., 2010; Jombart y Ahmed, 2011; Jombart y Collins, 2015; Miller et al,
2020).

Con el objetivo de inferir el numero de poblaciones e individuos ancestrales,

analizamos los datos filtrados con el programa FastStructure v.1 (Raj et al., 2014),

39



probando de 1 (K=1) a 4 (K=4) grupos utilizando la funcién structure.py. Se probo ese
numero de grupos porque se encontraron tres grupos genéticos principales en el
analisis de PCA. Posteriormente, con chooseK.py elegimos la K mas adecuada para
nuestros valores, por la complejidad del modelo que maximiza la probabilidad marginal
y los componentes del modelo utilizados para explicar la estructura en los datos. Asi,
teniendo un valor de K que mejor se ajusta a nuestros SNPs que fue k=3, graficamos
los datos con el paquete Pophelper (Francis, 2017) de Rstudio (R Core Team, 2020),
ordenando los datos por individuo y poblacion. Adicionalmente también graficamos k=4,
para observar si se mantenian los cuatro grupos propuestos por los PCA. Aqui
dibujamos las elipses manualmente, debido a que tenemos pocas muestras por

poblacién y al hacer las elipses de forma estadistica no obteniamos resultados.

Con la finalidad de realizar un agrupamiento jerarquico UPGMA (método de
grupos de pares no ponderados con media aritmética) de distancias genomicas,
realizamos un dendrograma con R con la paqueteria ape (Paradis et al., 2004). En el
dendrograma identificamos con distintos colores a cada agrupamiento que resulté del
PCA.

Para evaluar si nuestras muestras de C. annuum obedecen a patrones
geograficos, que provocan la estructura de las poblaciones, realizamos una prueba de
Mantel por muestra, que consiste en la comparacion de distancias genéticas y
geograficas (Diniz-Filho et al., 2013). La matriz de distancias genéticas la realizamos
con R, con la paqueteria adegenet (Jombart, 2008), que utiliza la distancia euclidiana
entre vectores de frecuencias alélicas. La matriz de distancias geograficas pareadas en
kilometros la obtuvimos con Geographic Distance Matrix Generator v1.2.3. Ya con las
matrices genéticas y geograficas, realizamos la prueba de Mantel en R con la
paqueteria vegan (Oksanen et al., 2020). Los parametros utilizados fueron: 1000

permutaciones y se empleo el coeficiente de correlacion de Pearson.

Para obtener el numero de sitios variables, la diversidad nucleotidica, la
heterocigosis y la homocigosis por agrupamiento (de acuerdo con los resultados del
PCA) empleamos Stacks (Catchen et al., 2013) y para calcular los promedios Excel. De
manera similar, calculamos los indices de diferenciacion genética Fsr, con VCFtools v.

0.1.16 (Danecek et al., 2011) para cada agrupamiento y para el promedio.
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4. Analisis genomico-poblacionales

ref_map.pl . -

s Populations: estadisticas
(QStaks.+ resumidas a nivel poblacional Stacks
populations

. Archivo para elaborar PCA e :
Plink input para FastStructure Plink
Structure.py, Archivo i

para graficar la

chooseK.py estructura poblacional FastStructure

FIGURA 6. Flujo de trabajo de los analisis gendmico-poblacionales. En esta parte nos
enfocamos en las estadisticas a nivel poblacional de populations y en la elaboracién de los PCA
y FastStructure. Del lado derecho de la figura se especifica el parametro, en medio el objetivo

y del lado izquierdo se indican los programas con el que se realizé cada analisis.

Resultados

Muestreo

Obtuvimos sesenta y nueve muestras, treinta y siete silvestres y veintiséis semi-
silvestres de C. annuum var. glabriusculum ademas de seis muestras cultivadas de C.
annuum var. annuum distribuidas en el territorio mexicano (Fig. 7). Veinte provienen de
la colecta de Gonzalez-Jara et al. (2011); cuarenta y uno provienen de las colectas
realizadas para este trabajo en colaboracién con el Dr. Lev Jardon, que agrupa
muestras colectadas en Querétaro, Chiapas y Oaxaca 2019, asi como colectas de
Oaxaca del afio 2018; una muestra fue del herbario del Herbario Nacional del Instituto
de Biologia de la UNAM; las siete muestras restantes son de colectas realizadas en el
afno 2019. Enla Tabla 3 también se ilustra el muestreo analizado, separado en muestras

silvestres y semi-silvestres. Las muestras cultivadas se incluyeron como grupo externo.
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PROVINCIA BIOGEOGRAFICA
. Altiplano Norte (Chihuahuense)

. Altiplano Sur (Zacatecano—Potosino)
. Baja California

. California

. Costa del Pacifico
. Del Cabo

. Depresion del Balsas
B cie volcanico

. Golfo de Mexico

. Los Altos de Chiapas

. Oaxaca
. Peten

. Sierra Madre del Sur
. Sierra Madre Occidental
[ sierra Madre Oriental

. Soconusco
. Sonorense

. Tamaulipeca

. Yucatan
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FIGURA 7. Mapa de colecta del chiltepin por provincias biogeograficas y estatus de
domesticacion (CONABIO, 1997). Las muestras silvestres se indican con un cuadro, las
semisilvestres con un tridngulo y las domesticadas con un circulo. *En el mapa la poblacion de

Moctezuma aparenta estar en Sonorense pero en realidad se encuentra en el Altiplano Norte.

Secuenciacion y Genotipado

La extraccion de C. annuum, se realizé probando diferentes fuentes de DNA:
Fruto seco y congelado, tejido seco y fresco, Hola congelada, Herbario y el kit de
recuperacion de DNA REPLI-g, ver Anexo 1. Los individuos a los que les aplicamos el
kit REPLI-g ya se encontraban extraidos, tenian aproximadamente un afo a afio y
medio congelados a -70°C y su concentracion de DNA era muy baja para estudio
genomicos. Es por lo anterior que al aplicar el kit REPLI-g de Qiagen, obtuvimos una
mayor concentracion de DNA. Para ver los valores de la concentracion antes y después
de aplicar el REPLI-g (Anexo 2).

En todas las fuentes del DNA, obtuvimos muestras exitosas y no exitosas, como
se puede observar en los geles. En algunos casos pudimos hacer mas de una
extraccion por muestra en caso de que ésta no contara con la concentracion adecuada,
ya que teniamos el tejido suficiente de hoja y/o fruto. En cuanto al tejido de herbario, la
extraccion estaba limitada por la cantidad de tejido que nos fue donada por el Herbario
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Nacional, es por eso que para la secuenciacion solo incluimos la muestra de SOT1
(Soto la Marina, Tamaulipas). Los valores de concentracion de DNA finales se muestran

en el Anexo 3.

La calidad de las lecturas (reads), se encuentra por encima de valores Phred (Q)
30 (Fig. 8). Como la base de este indicador de calidad es logaritmica (i. e., Q =-10 log1o,
donde P es la probabilidad de error), el valor de Phred de 30 indica que la probabilidad
de que una base sea asignada incorrectamente es de 1/1000. Como se infiere de la
Fig. 8, tanto la extraccibn como la secuenciacion fueron de buena calidad para la
totalidad de las muestras; los valores Phred comienzan a decaer a medida que

llegamos al final de las lecturas, lo cual es esperado en la secuenciacion GBS.

Mean Quality Scores

40
35
30
25

20

Phred Score

15

10

0 20 40 60 80 100 120 140
Position (bp)

FIGURA 8. MultiQC de los resultados promedio de la secuenciacion GBS de C. annuum. En
el eje x se encuentra la posicién en pares de bases y en el eje y los valores Phred. La zona

rosa indica una calidad se secuenciacion baja, la amarilla media y la verde alta.

El numero de lecturas por muestra de C. annuum se ilustra en la Fig. 9. El control
(primera barra) tiene pocas lecturas, con ello podemos descartar contaminacion en la

placa. El promedio de lecturas por muestra fue mayor a 2.5 millones, lo cual indica que
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la extraccidn y la secuenciacion de la placa fue exitosa. No se perciben diferencias

sustanciales debido a la fuente del DNA en el numero de lecturas por muestra (Fig. 9),

a excepcion de dos muestras de DNA reamplificado, que tienen pocas lecturas. La

primera muestra es de la localidad de Temporal Sonora, la segunda de Sanalona,

Sinaloa, ambas cuentan con 1.5 millones de lecturas, ver Fig. 9.

Fuente del DNA
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Q Fruto congelado
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0 J
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FIGURA 9. Grafica de lecturas por muestra, para cada fuente del DNA.
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FIGURA 10. Diagrama de caja de la fraccion mapeada al genoma de referencia con filtro de

0.60, graficado por estatus de domesticacion y fuente de DNA.
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Tabla 4. ANOVA de dos vias, para probar el efecto de la fuente de DNA y el estatus de
domesticacion en la fraccion de lecturas mapeadas al genoma de referencia.

Variable Grados Suma de los Media Valor F Significancia
de cuadrados cuadratica
libertad
Fuente del DNA 5 0.013 0.002 1.396 0.242
Estatus de 2 0.011 0.006 3.433 0.040

domesticacion

Interaccion de la 5 0.0103 0.002 1.229 0.0310
fuente de DNA 'y
estatus de
domesticacion

Residuales 49 0.082 0.002

Se utilizo el filtro 0.60 de lecturas mapeadas al genoma de referencia

La figura 10 muestra que el tejido fresco y seco tuvo una efectividad mayor al
65% para el mapeo del genoma de referencia para cada estatus de domesticacion
analizado: Silvestre, Semisilvestre y Domesticado. El fruto congelado y seco para los
chiles Semisilvestres, también tienen una tasa de éxito mayor al 65% de mapeo y hay
que considerar que esto es muy prometedor, ya que con ellos podemos evitar la
germinacion de las semillas y extraer material genético del fruto de chile. Es importante
mencionar que, entre el fruto seco y el congelado, éste ultimo presento los mejores
porcentajes de mapeo, en nuestras muestras. El kit REPLI-g permiti6 analizar
individuos que inicialmente no contaban con la concentracién adecuada para su
secuenciacion, aunque al momento del filtrado a 0.60 se descartaron varias muestras
y como se puede observar funciona para muestras Semisilvestres y Silvestres, esto es
relevante ya que se puede aplicar en muestras con las que contemos poco tejido, ya
que las muestras silvestres tienen un tiempo muy largo de germinacion y crecimiento
en contraste con las plantas de chile cultivadas. De acuerdo con nuestros resultados,

la hoja congelada funciona mejor en chiles silvestres que en domesticados. EI ANOVA
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de dos vias mostré que la fraccion mapeada al genoma de referencia no se encuentra
asociada a la fuente del DNA, pero si al estatus de domesticacion (Tabla 4, Anexo 4).
Todos los analisis anteriores se realizaron con un total de 1,316,359 SNPs, los cuales

aun no filtrabamos.

Analisis genomico-poblacionales

Los analisis a partir de esta seccidon se hicieron con los filtros p=17, r=0.5, min-
maf=0.05, min-mac=2 y Hardy-Weinberg, descritos en el apartado 4 de metodologia
general. El numero total de SNPs resultantes fueron 59,040 de 49 individuos (25
silvestres, 18 semi-silvestres, 6 cultivados). Los datos faltantes (missing data) tuvo un

promedio de 13.78%, con una desviaciéon estandar de 9.28.

En el PCA el primer componente principal contribuye con el 58.2 % y el segundo
componente el 14.1% de la varianza (Fig. 11), que sumados incluyen mas del 72% de
la varianza genética total, por lo que centramos el analisis en esos dos componentes
ya que el porcentaje de la varianza explicada para cada uno de los componentes decae

a partir del componente 3.

60

40
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0 5 10
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Porcentaje de la varianza explicada

Componente principal

Figura 11. Porcentaje de varianza explicada para cada uno de los componentes principales de
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59,040 SNPs.

Las poblaciones se agrupan en cuatro grupos genéticos (Fig. 12-14): NORTE)
Sinaloa, Sonora; CENTRO) Querétaro; SUR) Oaxaca, Tabasco, Veracruz; DIVERSO)
tres muestras domesticadas de Zacatecas, Oaxaca y Yucatan y dos provenientes de
Veracruz y Oaxaca, semi-silvestre y silvestre respectivamente (Tabla 5), ademas
debemos considerar que el componente principal 1 explica el 58.2% de la variacion
genética y el componente principal 2 el 14.1 y en conjunto el 72.3% de la variacion
genética total, lo cual es muy elevado. En la esquina superior izquierda de las Fig. 12-

14, estan las muestras de Querétaro, de tierras relativamente altas.

El mismo PCA, pero indicando las provincia biogeografica y grado de
domesticacion se muestra en la Fig. 12. En este caso se formaron tres agrupamientos
genéticos principales: 1. Altiplano Norte (Chihuahuense), Costa del Pacifico, Sonorense
2. Altiplano Sur (Zacatecano-Potosino) 3. Costa del Pacifico, Golfo de México. 4.
Altiplano Sur (Zacatecano-Potosino), Oaxaca, Golfo de México y Yucatan. Es asi que
el estatus de domesticacidén no parece un factor importante para la formacion de

agrupamientos genéticos.

El PCA por origen de DNA y grado de domesticacion (Fig. 13) formaron tres
agrupamientos principales: 1) REPLI-g; 2) Hoja congelada, tejido de invernadero, fruto
congelado y fruto seco; 3) Tejido seco, REPLI-g y un cuarto grupo, que contiene
muestras de hoja fresca y congelada, aqui notamos que, si bien no teniamos para cada
poblacién cada origen del tejido analizado, podemos notar que el grupo 1y 3 comparten
REPLI-g. En la Fig. 14a se muestra una posible existencia de patrones latitudinales que
corresponden a cada una de las muestras, mientras que en la Fig. 14b se aprecia que

la distribucidn de las muestras también parece asociada a la longitud.
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FIGURA 12. PCA de un total de 59,040 SNPs de los dos primeros componentes genéticos,

indicando la provincia biogeografica y grado de domesticacion. Las elipses se agregaron

manualmente para sefialar de manera mas clara cada uno de los grupos propuestos.

48



Centro
0.1

Fuente del DNA

Fruto seco
0.0 Tejido seco
Fruto congelado
Sur Hoja congelada
Diverso RepliG

Tejido fresco

PC2 (14.1%)

Grado

B Domesticado
® Semisilvestre

A Silvestre

Norte

-0.1 0.0 0.1 0.2

PC1 (58.2%)

FIGURA 13. PCA de un total de 59,040 SNPs de los dos primeros componentes genéticos,
indicando la por fuente de DNA y grado de domesticacion. Las elipses se agregaron

manualmente para sefialar de manera mas clara cada uno de los grupos propuestos.
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FIGURA 14. PCA de un total de 59,040 SNPs de los dos primeros componentes genéticos, por

grado de domesticacién y 13a. latitud y 13b. longitud. Las elipses se agregaron manualmente

para sefalar de manera mas clara cada uno de los grupos propuestos.

Para complementar el analisis de PCA, realizamos un DAPC por agrupamiento
tomando como base los grupos definidos por el PCA (Tabla 5). Los grupos propuestos
por el DAPC fueron: Norte, Centro y Sur + Diverso (Fig. 15). Los agrupamientos Sur +

Diverso no se diferencian entre si. Las elipses inerciales alrededor de los grupos

representan el espacio de variacion y asignacion de los individuos, esto se puede

observar en el grupo Centro y Norte. Dichas elipses ilustran un supuesto de

agrupamiento y los puntos (individuos), que se salen de ella no se ajustan a un patrén

geografico.
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Figura 15. DAPC por agrupamiento: Norte, Centro, Sur, Diverso, para C. annuum.
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Tabla 5. Muestra asociada a cada uno de los cuatros agrupamientos genémicos: Norte, Centro,

Sur y Diverso. Se presenta el estado, localidad y grado de domesticacion para cada muestra.

GRADO DE
GRUPO MUESTRA ESTADO LOCALIDAD DOMESTICACION
NORTE CaMOC15  Sonora Moctezuma Silvestre
NORTE CaMOC25 Sonora Moctezuma Silvestre
NORTE CaMOC30 Sonora Moctezuma Silvestre
NORTE CaMOC37  Sonora Moctezuma Silvestre
NORTE CaSAN2 Sinaloa Sanalona Semi-silvestre
NORTE CaELO15  Sinaloa Elota Semi-silvestre
NORTE CaHUJ4 Sinaloa El Huajote Silvestre
CENTRO CaRES5 AQuerétaro Rancho la Espadafiuela Silvestre
CENTRO CaRES6 Querétaro Rancho la Espadafiuela Silvestre
CENTRO CaBER21 Querétaro Bernal Silvestre
CENTRO CaBER23 Querétaro Bernal Silvestre
CENTRO CaBER33 Querétaro Bernal Silvestre
CENTRO CaBER36 Querétaro Bernal Silvestre
CENTRO CaTOL1 Querétaro Toliman Semi-silvestre
CENTRO CaMIR2  Querétaro El Mirador Silvestre
CENTRO CaMIR6  Querétaro El Mirador Silvestre
CENTRO CaMIR13 Querétaro El Mirador Silvestre
CENTRO CaMIR15 Querétaro El Mirador Silvestre
CENTRO CaMIR16 Querétaro El Mirador Silvestre
CENTRO CaMIR18 Querétaro El Mirador Silvestre
CENTRO CaPAT3 Querétaro El Patol Silvestre
CENTRO CaPAT7 Querétaro El Patol Silvestre
CENTRO CaPAT8 Querétaro El Patol Silvestre
CENTRO CaPAT9 Querétaro El Patol Silvestre
CENTRO CaPAT11 Querétaro El Patol Silvestre
SUR CaJucC1 Oaxaca Juchitan Semi-silvestre
SUR CaJucC2 Oaxaca Juchitan Semi-silvestre
SUR CaJuC3 Oaxaca Juchitan Semi-silvestre
SUR CaTOM1 Oaxaca El Tomatal Semi-silvestre
SUR CaTOM2 Oaxaca El Tomatal Semi-silvestre
SUR CaYEL1 Jalisco Yelapa Semi-silvestre
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GRADO DE

GRUPO MUESTRA ESTADO LOCALIDAD DOMESTICACION
SUR CaGViI3 Oaxaca Guadalupe Victoria Semi-silvestre
SUR CaCOY2 Oaxaca El Coyul Semi-silvestre
SUR CaCOY11  Oaxaca El Coyul Semi-silvestre

Santo Domingo del
SUR CaSDI19_2R Oaxaca Ingenio Silvestre
Santo Domingo del
SUR CaSDI2 Oaxaca Ingenio Semi-silvestre
Santo Domingo del
SUR CaSDI3 Oaxaca Ingenio Silvestre
Santo Domingo del
SUR CaSDI21 Oaxaca Ingenio Semi-silvestre
Santo Domingo del
SUR CaSDI22 Oaxaca Ingenio Semi-silvestre
SUR CaVPI1_1 Veracruz Tlapacoyan Semi-silvestre
SUR CaVPI2_11 Veracruz Tlapacoyan Semi-silvestre
SUR CaTab1 Tabasco Rio Viejo Semi-silvestre
DIVERSO CaVPI2_1 Veracruz Tlapacoyan Semi-silvestre
DIVERSO CaVTR1 Oaxaca Valerio Trujano Silvestre
DIVERSO CaDZI1_1 Yucatan Dzibichaltun Domesticado
DIVERSO CaCHI4_2R Oaxaca El_ Chilar Domesticado
DIVERSO CaRES9 Querétaro Rancho la Espadanuela Domesticado
DIVERSO CaVCO1_8 Zacatecas Villa de Cos Domesticado
DIVERSO CaTEC2_3 Zacatecas El Tecuan Domesticado

Usando FastStructure se infirid6 que la estructura poblacional que mas se
ajustaba a nuestros datos de SNPs fue una K=3 (Fig. 16), considerando tanto la
complejidad del modelo que maximiza la probabilidad marginal, como los componentes
del modelo utilizados para explicar la estructura en los datos. El 100% del genoma de
la mayoria de los individuos, corresponde a uno de estos tres grupos gendmicos: 1.
Norte de México (Sinaloa, Sonora); 2. Centro de México (Querétaro); 3. Sur de México
+ Diverso (Oaxaca, Tabasco, Veracruz, Yucatan y Zacatecas), que coinciden con el

DAPC y son similares a los resultados del PCA.
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En el muestreo hay estados que estan representados por una sola muestra,
como el caso de Jalisco, Tabasco, y en algunos estados como Yucatan y Zacatecas
sblo tenemos muestras domesticadas (Tabla 5, Fig. 16). Esto es relevante porque a
pesar de que el muestreo no es exhaustivo a nivel poblacional, se observa un patron

de diferenciacion geografica.

El patrén geografico observado es independiente del grado de domesticacion
(silvestre y semisilvestre) y es mas claro para el sur y norte de México. En el caso de
los chiles cultivados el chile huacle (CaCHI4_2R), chile criollo (CaRES9), chile dulce
(CaDZI1_1), chile guaijillo (CaTEC2_3) y mirasol (CaVCO1_8), se agrupan en el grupo
perteneciente al Norte de México, mientras que el unico chile cultivado que se agrupa

con las muestras del Sur de México es un piquin (CaCOY?2).
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FIGURA 16. Resultados de FastStructure para K=3 en Capsicum annum. Las muestras estan
ordenadas segun su procedencia de estados de México (ESTADO). Se indica el GRADO de
domesticacion si la muestra es de origen Silvestre (W), SemiSilvestres (SM), Domesticadas
(D). De las muestras Domesticadas, se detalla el nombre comun del chile y la muestra
semisilvestre piquin. De cada muestra las barras de colores indican la proporcion del genoma
que corresponde a los tres grupos genéticos detectados, que corresponden al Norte, Centro y

Sur de México.

Para probar si se establecian los cuatro grupos genéticos iniciales del analisis
de componentes principales, decidimos graficar los resultados obtenidos con
FastStructure para K=4 (Fig. 17). En este caso, a pesar de que el analisis tuvo una k
de 4 solo se perciben tres grupos: Norte (morado), Centro (verde) y Sur de México
(rosa), de tal manera que no se visualiza el agrupamiento numero 3 (naranja) en este

analisis de FastStructure.
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FIGURA 17. Resultados de FastStructure para K=4 en C. annum. Las muestras estan
ordenadas segun su procedencia de estados de México (ESTADO). Se indica el GRADO de

domesticacion si la muestra es de origen Silvestre (W), Semi-Silvestres (SM), Domesticadas

(D). De las muestras domesticadas, se detalla el nombre comun del chile y la muestra

semisilvestre piquin. De cada muestra las barras de colores indican la proporciéon del genoma

que corresponde a los cuatro grupos genéticos.

El dendrograma construido con las 49 muestras y los 59,040 SNPs (Fig. 18) es
congruente con los resultados obtenidos en el PCA, en el que observan los mismos

cuatro grupos: Norte, Centro, Sur y Diverso, la mayoria de las ramas tiene un soporte

de 100 de acuerdo con el método de remuestreo.
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Figura 18. Dendrograma de distancias genémicas, por medio del método UPGMA. Los colores

muestran los cuatro agrupamientos: Norte, Centro, Sur y Diverso.
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La prueba de Mantel con datos genéticos y geograficos arrojo los siguientes
resultados: r = 0.447 y un valor de p = 0.001, la relacion entre la distancia geografica y
genética seilustra en la Fig. 19, en la que se puede ver que, a mayor distancia genética,

mayor es la distancia geografica.
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Figura 19. Relacion entre la distancia genética y geografica en C. annuum.

Teniendo en consideracién que en algunas poblaciones no contamos con mas
que con un individuo, calculamos las medidas de diversidad y la Fst para C. annuum
por grupos (Tabla 5). EI numero de alelos privados fue menor en el grupo Diverso
(3,281) y mayor en el Sur (23,579), resultado que explica las grandes diferencias que
existen entre el grupo Sur y el resto de los agrupamientos. Asimismo, el mayor numero
de alelos privados en el Sur se vio reflejado en su diversidad nucleotidica (0.0098) y en
su mayor heterocigosis, la cuales también fueron las mayores de todas. Los resultados

se muestran a continuacion (Tabla 6).
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La diversidad nucleotidica () para el promedio de los grupos para todas las
muestras fue de 0.071. La heterocigosidad total (He) fue de 0.031, y también se calculd

para cada agrupamiento (Tabla 6) y fueron las siguientes:

Tabla 6. indices de diversidad genémica para cada agrupamiento obtenido con el PCA.

Norte Centro Sur Diverso Promedio
No. de alelos
privados 3,486 5,787 23,579 3,281 9,033.25
Diversidad
nucleotidica () 0.037 0.066 + 0.098 + 0.084 + 0.071
0.0006 0.0007 0.0007 0.0008
Heterocigosis
observada 0.012 + 0.03 0.047 + 0.021 0.027
0.0004 0.0004 0.0004 0.0004
Heterocigosis 0.034 + 0.064 £ 0.094 + 0.077 £ 0.067
esperada 0.0005 0.0006 0.0007 0.0007
Homocigosis
observada 0.988 + 097+ 0.953 0.979 % 0.972
0.0004 0.0004 0.0004 0.0004
Homocigosis
esperada 0.966 + 0.936 + 0.906 + 0.923 + 0.932
0.0005 0.0006 0.0007 0.0007

El + indica el error estandar para cada medida de diversidad.

El agrupamiento con la heterocigosidad mas alta fue el grupo Sur, la mas baja
corresponde al agrupamiento Norte. El indice de diferenciacion genético Fst mas alto
fue la comparacion Norte-Sur 0.735, el mas bajo fue Centro-Diverso 0.419 (Tabla 7);
mientras que el promedio fue de 0.596, valor inferior al de todas las comparaciones del

grupo Sur, lo que sefiala que es el mas divergente de todos.
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Tabla 7. indice de diferenciacién genético Fsr por agrupamiento: Norte, Centro, Sur y Diverso

en C. annuum.

GRUPO NORTE CENTRO SUR DIVERSO
NORTE
CENTRO 0.512
SUR 0.735 0.715
DIVERSO 0.477 0.419 0.721
Discusion

Pre-procesamiento genomico v andlisis de diferentes fuentes de DNA de chiltepin

De acuerdo con el ANOVA, el mapeo contra el genoma de referencia esta influenciado
por el estatus de domesticacion, pero no asi por la fuente del DNA, esto se puede
explicar porque nuestro genoma de referencia pertenecia a una variedad local de C.
annuum (Kim et al., 2014), que probablemente mantenga mas semejanzas con el
chiltepin que con los chiles domesticados. Otros motivos por los que probamos la
relacion entre la fraccion de genoma mapeado y las muestras fueron el de asegurarnos
que las secuencias obtenidas pertenecieran a la especie de interés y no a
contaminantes, procediera de muestras con material genético degradado o de errores
en la secuenciacion. De tal modo que recomendamos la extraccion del material
bioldgico disponible, como frutos secos o frescos, hojas congeladas u hojas secas e
incluso se podria aumentar la concentracién gendmica de DNA previamente extraido
con el kit REPLI-g, pues no afecta de manera detectable los analisis posteriores, lo cual
es sumamente relevante, pues los chiltepines son plantas de germinacién y crecimiento

dificiles a diferencia de los chiles cultivados (Hernandez-Verdugo, 2018).
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Las mejores fuentes de DNA para extraccion fueron el tejido fresco y seco, asi
como los frutos congelados y secos, mientras que las menos prometedoras fueron el
tejido de herbario y el DNA re-amplificado, aunque éste ultimo presentd muestras con
un alto porcentaje de mapeo. REPLI-g fue el método de recuperacién de la
concentracion de DNA de muestras previamente extraidas sin fines genomicos. En el
caso de la muestra de herbario, debemos considerar que solo extrajimos una muestra,
por lo que este resultado no es concluyente. Las muestras restantes se extrajeron de
diferentes tipos de tejido, entre los cuales los mejores resultados los dieron el tejido
seco (4 meses almacenado en gel de silice), los frutos secos (1-2 afos almacenados
en sobres de papel) y los frutos congelados (1-2 afios a -20°C). Por lo tanto, nuestros
resultados demuestran que es posible utilizar como fuente de DNA tejidos y muestras
que previamente no hubieran sido consideradas en estudios de gendmica poblacional.
Resaltamos que los frutos secos y congelados de hasta dos afios nos proporcionan
excelentes resultados para extraer material genético, a pesar del gran contenido de
capsaicina, compuesto que tedricamente degrada el DNA por la presencia de especies
reactivas de oxigeno (Singh et al., 2001; Yang et al., 2009). Esto es relevante, ya que
posiblemente es el primer trabajo en reportar que es factible la extraccién de DNA de
frutos de chiles. La extraccion de frutos se realizé con éxito para individuos silvestres y
semi-silvestres, tanto congelados como secos, lo que es conveniente ya que el tiempo
de germinacion y crecimiento de las plantas es prolongado para las plantas silvestre y
semisilvestres (Casas et al., 2007; Hernandez-Verdugo, 2018). Por lo tanto, para
futuros trabajos se recomienda que, si no hay disponibilidad de tejido, se puede optar
por la extraccion de fruto de chile, evitando asi el tiempo prolongado de germinacién de
los chiles silvestres y semi-silvestres, siempre y cuando los frutos o el tejido no se

sobrepase un lapso mayor a cinco afos.

El tejido seco proporciona la ventaja de que se puede triturar con mayor facilidad,
en comparacion con el tejido fresco y se puede almacenar en gel de silice para evitar
la humedad y el crecimiento de hongos. El tejido de hoja congelada por un periodo de
tiempo extenso (mas de un afno) es poco recomendable, por dos motivos: (1) al hacer el
filtrado de las muestras a 0.60 de proporcién de lecturas mapeadas al genoma de
referencia descartamos varios individuos, y (ll) la extraccion de dicho tejido es compleja
y toma mucho tiempo. El tejido de invernadero es una buena opcidn, aunque la

desventaja principal es el prolongado y variable tiempo de germinacion y crecimiento.
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Hasta el momento se han publicado trabajos de la utilidad de REPLI-g en virus,
bacterias, microbiomas, y secuenciacion de células individuales de sangre humana
(Herb et al., 2012; Liu et al., 2019; Mendell et al., 2012; Qn et al., 2019; Stepanauskas
y Sieracki, 2007), pero no en genomas grandes de plantas, que suelen tener
metabolitos secundarios inhibidores, como en C. annuum. Demostramos, cuando
menos en unos casos, la efectividad del DNA re-amplificado con el kit REPLI-g en
especies de plantas con genomas grandes. Nuestros analisis indican que su efectividad
esta dada por el material genético, perdimos algunas muestras por falta de calidad. El
REPLI-g aumenta la concentracion de DNA, pero es probable que si el DNA de origen
se encuentra degradado en fragmentos pequefios, el DNA resultante se encuentre

también degradado.

El tejido de herbario, a pesar de estar seco, conlleva mas trabajo de laboratorio.
También, la cantidad de tejido es limitada, y en nuestro caso, llevaba preservado por al
menos quince anos, lo que favorece la degradacion del DNA. Kates y colaboradores
(2021), analizaron muestras de herbario con secuenciacion de lecturas cortas y
encontraron que: (i) el herbario donde se encuentran las muestras y el grupo
taxondmico, al contener metabolitos secundarios que afectan el éxito de la
secuenciacion (ii) mientras mas verde sea la hoja mayor, sera el rendimiento de DNA,
(iii) la extraccion de DNA y la creacion de bibliotecas influye en la calidad de
secuenciacion. Un punto relevante sobre la utilidad de las muestras de herbario radica
en que hay plantas para las que su habitat natural puede haber disminuido
sensiblemente en los ultimos afos; ademas permite hacer muestreos geograficos,

fenoldgicos, cronoldgicos entre otros, sin depender de muestreos adicionales.

Mapeo de las lecturas o reads contra el genoma de referencia

Las muestras con mayor porcentaje de mapeo respecto al genoma de referencia
CM334 (Kim et al., 2014), después de pasar los filtros de Stacks, llegaron hasta 78%
de mapeo de lecturas. En otras solanaceas, como Solanum pimpinellifolium pariente
silvestre del jitomate el porcentaje de mapeo fue de 84.4% (Celik et al., 2017), y en la

berenjena casi el 100% (Acquadro et al., 2017), ambos con datos de GBS. Otros

62



cultivos, también con datos de GBS, como los frijoles Phaseolus coccineus y P.
dumosus, tienen un porcentaje de mapeo superior al 80% en promedio (Guerra-Garcia
et al., 2017; Guerra-Garcia et al. en prep), vides el 88.2% (Laucou et al., 2018) con
genome-wide SNPs, en el durazno del 82.24 al 96.11% (Yu et al., 2018; Vanderzande
et al., 2019) con genome-wide y SNPs y large-scale SNP.

El porcentaje de lecturas que se mapearon contra el genoma de referencia de
este trabajo es relativamente bajo en comparacién con las especies anteriormente
mencionadas. Tales valores de mapeo podrian deberse a que Capsicum posee gran
variabilidad gendmica y a que el genoma de referencia de una variedad local de
Capsicum no refleja, e incluso podria subestimar la variacion total de la especie. Esto

también se ha descrito en maiz y ajonjoli (Yang et al., 2019; Wei et al., 2016).

Otra posibilidad que podria influenciar el porcentaje de mapeo son las variantes
estructurales (generalmente rearreglos cromosdémicos), las cuales podrian ser
responsables de variacion genética que hasta el momento no se ha detectado mediante
los SNPS. Ademas de la gran cantidad de elementos transponibles que representan
aproximadamente el 76-81% de secuencias repetitivas (Qin et al., 2014; Kim et al.,
2014). Dicha variacion se puede detectar usando métodos de secuenciacion que
produzcan fragmentos largos y la obtencién de mas genomas, y eventualmente el

pangenoma de la especie (Tettelin et al., 2005; Yang et al., 2019).

Los estudios tipo pangenoma, al integrar la variacion presente en diversos
genomas incluyendo en este caso variedades cultivadas, locales y silvestres, contribuye
a la integracion de toda la diversidad gendmica. Este término fue acufiado por Tettelin
y colaboradores en el 2005. De tal forma que la implementacion de los pangenomas
posibilitara detallar la variacién existente enmascarada por las variaciones estructurales
(Golicz et al., 2016).

Se recomienda especificamente para Capsicum la obtencion de pangenomas
para conocer las variaciones gendmicas del acervo génico de la especie (Khan et al.,
2020). Los super-pangenomas, consisten en considerar especialmente la variacion
genomica de parientes silvestres, y de todas las especies de un género (Khan et al.,

2020), en particular considerando que nuestros datos no mapearon al genoma de
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referencia en mas de un 78%. Otro punto para considerar la implementacion de pan y/o
super-pangenomas es la extensa distribucion de C. annuum var. glabriusculum, y el

tamano efectivo potencialmente grande de las formas cultivadas.

Es importante mencionar que si bien el mapeo se tiene un rango de 60% al 78%
se eliminaron varias muestras que no presentaban buena calidad de mapeo. La
mayoria de dichas muestras eran derivadas del tratamiento con REPLI-g de muestras
de extracciones previas que no estaban dirigidas a estudios genémicos, ya que, aunque
amplificaban el DNA, este posiblemente se encontraba demasiado degradado para ser
util para GBS.

Analisis genomico-poblacionales

El PCA considera que los componentes uno y dos explican la mayor parte de la
varianza de los datos y encontramos un patron claro, con tres grupos genéticos
principales con base en la agrupacion del PCA y otro grupo de origen heterogéneo.
Cabe mencionar que al realizar un dendrograma con el método de UPGMA, se

observaron los mismos cuatro grupos:

Norte de México: Sinaloa y Sonora
Centro de México: Querétaro

Sur de México: Oaxaca, Tabasco y Veracruz

B wbh

Diverso: Una semisilvestre de Veracruz, una silvestre de Oaxaca,
domesticadas: una de Yucatan, una de Oaxaca, una de Querétaro y dos de

Zacatecas.

Los tres grupos principales muestran la existencia de diferenciacion gendmica
en C. annuum. Aunque no se cubrid la totalidad de la distribucion geografica del
chiltepin demostramos que existen al menos tres grupos: Norte, Centro y Sur, que
pueden tomarse en cuenta para la conservacion. Los resultados de |la prueba de Mantel
(r = 0.447, p = 0.001) parecen apoyar la diferenciacion genética por factores
geograficos, pues mostraron la relacion entre las distancias geografica y genética, por

lo que podriamos asumir cierto grado de aislamiento por distancia, que refuerce las
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diferencias originadas por otras variables como los factores bidticos y abioticos que
definen las provincias biogeograficas. El aislamiento por distancia también se ha
reportado en poblaciones silvestres y arvenses de C. annuum mediante microsatélites
(Gonzélez-Jara, 2011). La falta de un muestreo mas extenso dentro y entre de las
provincias no nos permite distinguir entre una diferenciacion dada por procesos
biogeograficos y un patrén de aislamiento por distancia. Aunque hay que recordar que
la dispersion de las semillas de los chiltepines es por aves, y ellas en muchos casos no

respetan los limites establecidos en las provincias biogeograficas.

De manera complementaria, el PCA coloreado por latitud, longitud y grado de
domesticacion, sugiere que la distribucion de la diversidad gendmica obedece a
patrones latitudinales y longitudinales, en el que las muestras del grupo Sur presentan
diferencias latitudinales y el Norte diferencias longitudinales. Por otro lado, el grupo mas
heterogéneo o Diverso agrupa varias muestras domesticadas, una semisilvestre y otra
silvestre. Una posible explicacion para la falta de un patron geografico dentro de este
ultimo grupo es la existencia de flujo génico promovido por las poblaciones humanas.
Hernandez-Verdugo (2018) propuso que entre los factores geograficos que influyen en
la diferenciacidn de las poblaciones de chiles estan la latitud, longitud y la distancia, lo
que se ajusta a nuestros resultados. Existe una gran plasticidad fenotipica y diversidad
morfolégica y genética entre las poblaciones de C. annnum var. glabriusculum, lo que

le permite proliferar en diferentes habitats (Hernandez-Verdugo, 2018).

Los tres grupos principales revelados por el PCA (Norte, Centro y Sur) son
apoyados por el analisis de FastStructure (Figura 18), donde la K que mejor se ajustd
a nuestros datos gendmicos fue de 3. Es importante mencionar que, aunque corrimos
el mismo analisis con k = 4 solo se detectaron tres grupos, por lo que este parece el

numero mas adecuado de grupos.

De manera complementaria, al analisis DAPC confirmé la presencia de los
mismos tres grupos que el FastStructure: 1) Norte, 2) Centro, 3) Sur+Diverso.
Especificamente el grupo Diverso agrupé a muestras mayoritariamente domesticadas
que el DAPC. En el caso del grupo del Centro y Diverso, podemos observar que no
todos los individuos se estan ajustando a las elipses dibujadas en el DAPC. Es por ello

que estos agrupamientos no soélo siguen un comportamiento geografico, si no que
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probablemente estan influyendo otras fuerzas evolutivas, tales como el movimiento de

semillas por seres humanos a diferentes regiones geograficas o comparten ancestria.

En los resultados del analisis FastStructure con k=3 las muestras de chile fueron
mayoritariamente homogéneas, pero algunos individuos mostraron mezcla gendémica
entre el Norte y el Centro de México. Podemos destacar que los chiles domesticados
huacle, criollo, dulce, guajillo y mirasol se agruparon con las muestras silvestres y
semisilvestres del norte de México, sin importar la localidad de colecta. Cabe mencionar
que el chile piquin (CaCQY2), al cual consideramos como semisilvestre se agrupa

correctamente junto con otras muestras semisilvestres del grupo Sur.

Las muestras silvestres y semisilvestres se agruparon en su mayoria de acuerdo
con cada grupo genomico: Norte, Centro y Sur de México, salvo por algunos casos. Las
excepciones en el Sur fueron CaSDI2 (semisilvestre), CaSDI3 (silvestre) y CaVTR1
(silvestre). Las primeras dos muestras pertenecen a la localidad de Santo Domingo del
Ingenio en Oaxaca y mostraron un ligero grado de mezcla gendmica con el Norte,
ademas de un minimo porcentaje de mezcla con el Centro. Por otro lado, CaVTR1
exhibié una mayor de composicion gendmica del grupo Norte y una menor del grupo
Centro. En cuanto al Centro, la unica excepciéon fue CaRES9, muestra domesticada del
Rancho la Espadafiuela en Quéretaro, cuya totalidad de la mezcla gendmica
corresponde al Norte. Finalmente, en el Norte las muestras CaVPI2_1 (semisilvestre) y
CaDZI1_1 (domesticado), de Tlapacoyan Veracruz y Dizibichaltun Yucatan,
respectivamente, mostraron una mezcla genémica entre Norte y Centro, dominada por
el Norte. Lo anterior puede ser indicativo de flujo génico reciente, posiblemente debido
al manejo agricola, aunque el patron gendmico claro sugiere que las muestras
semisilvestres estan en proceso de domesticacion incipiente y retienen caracteristicas

fenotipicas similares a las silvestres y se agrupan genémicamente con ellas.

El andlisis de FastStructure con k=4, mostré los mismos grupos genémicos que
k=3, los cuales son: Norte, Centro y Sur de México. De tal forma que el cuarto grupo
tiene tan poco porcentaje de mezcla gendmica que no se percibe en la grafica. Es asi
como los tres grupos del DAPC y FastStructure son los que contienen la mayoria de las
mezclas gendmicas, mientras que el grupo diverso que mostraron el PCA y el

dendrograma sea un subconjunto del grupo Sur.
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Para probar si se establecian los cuatro grupos genéticos iniciales del analisis
de componentes principales, decidimos graficar los resultados obtenidos con
FastStructure para K=4 (Fig. 21). En este caso, a pesar de que el analisis tuvo una k
de 4 solo se perciben tres grupos: Norte (morado), Centro (verde) y Sur de México
(rosa), de tal manera que no se visualiza el agrupamiento numero 3 (naranja) en este

analisis de FastStructure.

Diversidad v diferenciacion genomica

El agrupamiento con un mayor numero de alelos privados es el Sur (23,579,787),
seguido del Centro (5,787), Norte (3,486) y por ultimo el Diverso (3,281). EI mayor
numero de alelos privados en el Sur parece estar relacionado con su bajo flujo génico
(Slatkin, 1985), el cual se puede observar al comparar sus valores de Fst(0.735-0.715)
con el promedio (0.596). Asi pues, mientras que las agrupaciones mas similares fueron
Centro y Diverso (Fst = 0.419 ), las mas de mayor estructura gendmica fueron Norte y
Sur (Fsr = 0.735). Este analisis apoya los agrupamientos observados en el PCAy en el
dendrograma, aunque no coinciden por completamente con el DPCA vy el resultado de
FastStructure, por lo que la ubicacion del grupo Diverso no queda del todo clara, pero
las diferencias entre Norte, Centro y Sur quedan reforzadas. La estructura genética de
los cuatros grupos: Norte, Centro, Sur y Diverso, se puede explicar por factores que
van desde los orograficos como las cadenas montafiosas que se encuentran a lo largo
de la distribucién de C. annuum, la dispersién limitada de las aves y que las poblaciones
de la planta se distribuyen de forma discontinua (Gonzalez-Jara, et al., 2011). Asi
mismo, el grupo con mayor diversidad nucleotidica y heterocigosis observada es
también Sur (0.098 y 0.047 respectivamente) y el que presenta los valores menores es
el Norte (0.037 y 0.012). De manera interesante, el grupo Diverso es el segundo en
cuanto a diversidad nucleotidica (0.084) y heterocigosis observada (0.021), lo cual

podria estar relacionado con su cercania geografica con el agrupamiento Sur.

Especificamente la heterocigosidad total de C. annuum fue de 0.031 y entre los
agrupamientos vari6é de 0.012-0.047. En otras especies como Solanum melongena o

berengena nivel de heterocigosis en promedio fue 0.016 y en dos variedades de S.
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melongena la heterocigosis fue <0.005 (Acquadro et al., 2017). En Solanum boliviense
o papa silvestre 0.053 (Bali et al., 2018) y en Solanum habrochaites o jitomate silvestre
fue 0.0006- 0.015 (Landis et al., 2021). Comparando los chiles de este trabajo con el
jitomate silvestre el nivel de heterocigosidad fue alto. El estadistico Fsr se ubico en el

rango de 0.419-0.735, lo que confirma la diferenciacion gendmica de los grupos.

CONCLUSIONES

1) La principal aportacion del nuestro estudio fue la exploracion de la estructuracion y
variacion genomica en individuos con distintos grados de domesticacion de C. annuum
y nos permitié empezar a explorar la historia evolutiva de la especie desde el punto de

vista genomico.

2) Estudiar a los parientes silvestres de los cultivos es crucial para la conservacion de
las plantas cultivadas, ya que los parientes silvestres contienen la mayor cantidad de la
diversidad genética de la especie, suelen ser resistentes a plagas y a distintas

condiciones ambientales.

3) Uno de los principales retos para el estudio gendmico de los parientes silvestres es
la obtencion de buena calidad de DNA. La obtencion del DNA en chiles sdlo se habia
tratado en hojas de la planta, debido a que se considera que los frutos concentran
grandes cantidades de capsaicina, lo que tedricamente las hacia inviables para la
extraccion de DNA, por la presencia de especies reactivas de oxigeno.

En este trabajo probamos diferentes tejidos: frescos, congelados y secos, que se
pueden implementar para la obtencion de DNA. Reportamos por primera vez que es
posible la extraccién de DNA para estudios genomicos de fruto de chile silvestre, que
es relevante, ya que podriamos prescindir de los prolongados tiempos de germinacion

de las semillas para obtener hojas de las plantas recién germinadas.

4) Nuestros resultados demuestran la utilidad del kit de amplificacion REPLI-g para
genomas de plantas de mas de tres gibabases de longitud, lo cual puede ser de ayuda
para muestras en las que se tiene DNA escaso o para muestras de herbario con poco

tejido disponible para la extraccion.
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5) En cuanto a los chiles silvestres y semi-silvestres, se detectaron tres grupos
genomicos principales: Norte, Centro y Sur de México y uno adicional que agrupa a

muestras domesticadas, una semi-silvestre y otra silvestre.

6) La mayor diversidad nucleotidica se encontré en el agrupamiento Sur y la menor en
los grupos Diverso y Norte. Por otro lado se observé una gran diferenciacion genética

entre las poblaciones del Sur y Norte de acuerdo con los valores del indice Fsr.

PERSPECTIVAS

Como ya se menciono, el porcentaje de alineamiento de nuestras secuencias contra el
genoma de referencia de C. annuum fue bajo en comparacion con el de otras
solanaceas, por ello, a pesar de que se cuenta con un genoma de referencia (Kim et
al., 2014), consideramos necesario secuenciar mas genomas de chile para lograr la
reconstruccion del pangenoma del chile silvestre, con lo que se podria integrar de

manera mas completa la diversidad y acervo gendmico de la especie.

Por otro lado, consideramos que resultaria util otros nuevos tejidos (como los
tallos y las raices) para la extraccion de DNA genomico, con la finalidad de tener mas
alternativas para la obtenciéon de de DNA que ayuden a evitar los largos tiempos de

germinacion y propagacion de los ejemplares.

Asimismo, recomendamos ampliar el muestreo de poblaciones de chile a otros
puntos de la Republica Mexicana, a otros estados que no fueron muestreados, al sur
de Estados Unidos y hacia centro y Sudamérica, a fin de obtener un muestreo
representativo a lo largo de toda su area de distribucién. Con este muestreo, podriamos
tener una valoracion mas fina de la influencia de las caracteristicas bioticas y abidticas
que determinan la variabilidad genética de sus poblaciones, asi como detectar SNPs
que se encuentren bajo seleccion natural que pueden resultar claves para la adaptacion
de la especie, que le permitan hacer frente a plagas o condiciones adversas de su

medio, con lo que adicionalmente, se contribuiria con la seguridad alimentaria.
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ANEXOS

ANEXO 1. Geles de agarosa de los individuos secuenciados de Capsicum annuum, en los
cuales se indica el individuo de acuerdo con como fueron cargados en la placa de

secuenciacion.
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ANEXO 2. Muestras a las que se les aplic6 REPLI-g, como método de recuperacion de DNA.
Asi como la cuantificacién de Qubit antes y después de REPLI-g. En la columna de estatus de

domesticacion la S=Silvestre, A=Semi-silvestres, D=Domesticado.

Concentracion
Estatus de (ng/ul)
Posicion Muestra Estado Localidad  domestica
en la placa -cién
Antes  Después
de de
REPLIg REPLIg

A1 CaMOC15 Sonora Moctezuma S 18.2 97.9
B1 CaMOC25 Sonora Moctezuma S 3.34 35.9
C1 CaMOC30 Sonora Moctezuma S 14.2 69.6
D1 CaMOC37 Sonora Moctezuma S 7.86 29.3
E1 CaMAU7 Sonora Los Mautos S 6.5 106
F1 CaMAU9 Sonora Los Mautos S 17.8 39.9
G1 CaMAU14 Sonora Los Mautos S 6.98 106
H1 CaMAU25 Sonora Los Mautos S 5.06 44 1
A2 CaBER21 Querétaro Bernal S 3.24 53.4
B2 CaBER23 Querétaro Bernal S Muy 40.5

bajo
C2 CaBERS33 Querétaro Bernal S 244 80.3
D2 CaBER36 Querétaro Bernal S 6.26 724
E2 CaHUJ4 Sinaloa El_Huajote S 16.4 32.8
F2 CaHUJ6 Sinaloa El_Huajote S 8.44 87.4
G2 CaELO15 Sinaloa Elota A 3.08 86.6
H2 CaPOT9 Sinaloa El Potrero D 3.4 47.6
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Anexo 3. Valores de la medicién de la concentracion de DNA realizada con Qubit en ng/ul

para cada muestra. En la columna de estatus de domesticacion la S=Silvestre, A=Semi-

silvestre, D=Domesticado.

Posicién Origen del Concentracion
placa Muestra Estado Localidad Estatus DNA (ng/pl)
A1 CaMOC15 Sonora Moctezuma S REPLIg 97.9
B1 CaMOC25 Sonora Moctezuma S REPLIg 35.9
C1 CaMOC30 Sonora Moctezuma S REPLIg 69.6
D1 CaMOC37 Sonora Moctezuma S REPLIg 29.3
E1 CaMAU7 Sonora Los Mautos S REPLIg 106
F1 CaMAU9 Sonora Los Mautos S REPLIg 39.9
G1 CaMAU14 Sonora Los Mautos S REPLIg 106
H1 CaMAU25 Sonora Los Mautos S REPLIg 441
A2 CaBER21 Querétaro Bernal S REPLIg 53.4
B2 CaBER23 Querétaro Bernal S REPLIg 40.5
C2 CaBER33 Querétaro Bernal S REPLIg 80.3
D2 CaBER36 Querétaro Bernal S REPLIg 72.4
E2 CaHUJ4 Sinaloa El Huajote S REPLIg 32.8
F2 CaHUJ6 Sinaloa El Huajote S REPLIg 87.4
G2 CaELO15 Sinaloa Elota A REPLIg 86.6
H2 CaPOT9 Sinaloa El Potrero D REPLIg 47.6
A3 CaSAN1 Sinaloa Sanalona A REPLIg 127
B3 CaSAN2 Sinaloa Sanalona A REPLIg 30.2
C3 CaTEM1 Sonora Temporal D REPLIg 29.6
D3 CaTEM6 Sonora Temporal D REPLIg 97.9
E3 CaTEM7 Sonora Temporal D REPLIg 157
F3 CaTEMS8 Sonora Temporal D REPLIg 88.1
G3 CaTEM9 Sonora Temporal D REPLIg 46.3
H3 CaTEM11 Sonora Temporal D REPLIg 150
A4 CaTEM16 Sonora Temporal D REPLIg 112
B4 CaCHS1 Chihuahua Chihuahua A Invernadero 164
Santo
CaSDI19_1 Domingo
C4 R Oaxaca del Ingenio S Invernadero 53.9
Santo
CaSDI19_2 Domingo
D4 R Oaxaca del Ingenio S Invernadero 80.2
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Anexo 4. Datos de cada muestra de C. annuum y su correspondiente fracciéon mapeada al

genoma de referencia. Complemento de la Figura 12.

FRACCION
MAPEADA AL

MUESTRAS ESTADO LOCALIDAD GENOMA
CaMOC15 Sonora Moctezuma 0.731
CaMOC25 Sonora Moctezuma 0.733
CaMOC30 Sonora Moctezuma 0.757
CaMOC37 Sonora Moctezuma 0.717
CaMAU7 Sonora Los Mautos 0.028
CaMAU9 Sonora Los Mautos 0.205
CaMAU14 Sonora Los Mautos 0.034
CaMAU25 Sonora Los Mautos 0.057
CaBER21 Querétaro Bernal 0.718
CaBER23 Querétaro Bernal 0.659
CaBER33 Querétaro Bernal 0.74
CaBER36 Querétaro Bernal 0.788
CaHUJ4 Sinaloa El Huajote 0.767
CaHUJ6 Sinaloa El Huajote 0.536
CaELO15 Sinaloa Elota 0.754
CaPOT9 Sinaloa El Potrero 0.472
CaSAN1 Sinaloa Sanalona 0.101
CaSAN2 Sinaloa Sanalona 0.751
CaTEM1 Sonora Temporal 0.12
CaTEM6 Sonora Temporal 0.086
CaTEM7 Sonora Temporal 0.053
CaTEMS8 Sonora Temporal 0.022
CaTEM9 Sonora Temporal 0.113
CaTEM11 Sonora Temporal 0.206
CaTEM16 Sonora Temporal 0.004
CaCHS1 Chihuahua Chihuahua 0.124

Santo Domingo del
CaSDI19_1R Oaxaca Ingenio 0.593
Santo Domingo del

CaSDI19_2R Oaxaca Ingenio 0.687
CaSDI3 Oaxaca Santo Domingo del 0.731



CaTANS8
CaTAN10
CaTAN13

CaTOL1

CaRESS

CaRES6

CaRES9
CaSOT1
CaMIR2
CaMIR6
CaMIR13
CaMIR15
CaMIR16
CaMIR18
CaPAT3
CaPAT7
CaPAT8
CaPAT9
CaPAT11
CaJuD2
CaGVI3
CaVTR1
CaJuC1
CaJuC2
CaJuC3
CaGuUZ2

CaSDI1

CaSDI2

CaSDI21

CaSDI22

Querétaro
Querétaro
Querétaro

Querétaro
Querétaro
Querétaro

Querétaro
Tamaulipas
Querétaro
Querétaro
Querétaro
Querétaro
Querétaro
Querétaro
Querétaro
Querétaro
Querétaro
Querétaro
Querétaro
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca

Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca

Oaxaca

Ingenio

Tancama

Tancama

Tancama
Toliman

Rancho la
Espadafiuela

Rancho la
Espadafiuela

Rancho la
Espadafiuela

Soto la Marina
El Mirador
El Mirador
El Mirador
El Mirador
El Mirador
El Mirador

El Patol
El Patol
El Patol
El Patol
El Patol

Juan Diegal

Guadalupe Victoria

Valerio Trujano
Juchitan
Juchitan
Juchitan

Guzman

Santo Domingo del

Ingenio

Santo Domingo del

Ingenio

Santo Domingo del

Ingenio

Santo Domingo del

Ingenio

0.351
0.373
0.589
0.789

0.604

0.662

0.665
0.434
0.755
0.757
0.721
0.769
0.731
0.673
0.704
0.72
0.702
0.691
0.724
0.584
0.674
0.729
0.671
0.722
0.706
0.476

0.334

0.737

0.745

0.749

99



CaTAB1
CaYEL1
CaOCz1
CaCoOY11
CaTOM1
CaTOM2
CaVPI2_1
CaVPI2_11
CaGVI3_R
CaGVi4
CaGVI5
CaCOY2
CaCHI4_1R
CaCHI4_2R
CaGUz1
CaZAA3
CaCOY13
CaMATG6
CaVvCO1_8
CaDZI1_1
CaSRA4 2
CaSRA4 7
CaSRA1 2
CaSRA1_6
CaSRA1_14
CaTEC1_5
CaTEC2_3
CaTEC6_2
CaZOR1
CaZOR2_1R
CaZOR2_3R
CaZOR7
CaZOR10
CaZOR11

Tabasco
Jalisco
Chiapas
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Veracruz
Veracruz
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Zacatecas
Zacatecas
Yucatan
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas
Zacatecas

Zacatecas

Rio Viejo
Yelapa
Ocozocuautla
El Coyul
El Tomatal
El Tomatal
Tlapacoyan
Tlapacoyan
Guadalupe Victoria
Guadalupe Victoria
Guadalupe Victoria
El Coyul
El Chilar
El Chilar
Guzman
Zaachila
El Coyul
Matancillas
Villa de Cos
Dzibichaltun
Rancho San Ramon
Rancho San Ramon
Rancho San Ramon
Rancho San Ramon
Rancho San Ramon
El Tecuan
El Tecuan
El Tecuan
El Zorrillo
El Zorrillo
El Zorrillo
El Zorrillo
El Zorrillo
El Zorrillo

0.629
0.751

0.687
0.738
0.715
0.791
0.753
0.402
0.381
0.288
0.675
0.639
0.699
0.288
0.562
0.621
0.755
0.653
0.742
0.746
0.67
0.746
0.703
0.703
0.683
0.706
0.58
0.583
0.628
0.573
0.647
0.597
0.707

100



CaZOR13_3 Zacatecas El Zorrillo 0.711

101



