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IDENTIFICACIÓN MOLECULAR 
DE VARIEDADES DE Capsicum annuum 

L. MEDIANTE MARCADORES RAPD

MOLECULAR IDENTIFICATION 
OF VARIETIES OF Capsicum annuum 

L. BY RAPD
Valeria Bobadilla Larios1, Edgar Esparza Ibarra1, Jorge Luis Ayala Luján2,

Perla Ivonne Gallegos Flores1 y Lucía Delgadillo Ruiz1

RESUMEN

En México existe una gran diversidad de especies y variedades de chile con gran importancia 
cultural, gastronómica y económica. La especie domesticada Capsicum annuum agrupa la ma-
yoría de los tipos cultivados y es de gran importancia en México y el mundo; gran parte de esta 
importancia radica en la riqueza genética que posee; por ende, existe la necesidad de su estu-
dio mediante técnicas moleculares de análisis genético, entre ellas los marcadores moleculares 
RAPD (Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar), los cuales arrojan información genética de 
manera rápida y relativamente económica. Se utilizaron seis variedades de C. annuum, facilita-
das por el INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias), en el 
Campo Experimental Zacatecas (CEZAC), siendo de tipo “ancho” y “mirasol”, clasificadas en va-
riedades de polinización libre y variedades criollas, de acuerdo a su nivel tecnológico. Se realizó 
un análisis RAPD con el objetivo de evaluar la variabilidad genética e identificar molecularmente 
las variedades de C. annuum a partir de un dendrograma. Los resultados obtenidos mostraron 
poca variabilidad entre las seis variedades de C. annuum, el dendrograma resultante mostró 
dos agrupaciones principales, identificándose de acuerdo a su nivel tecnológico, demostrando 
que los RAPD son una herramienta útil en la detección de variación y poseen gran poder para la 
estimación de las similitudes genéticas en C. annuum.
Palabras clave: Capsicum annuum, RAPD, variabilidad genética.
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ABSTRACT

In Mexico there is a great diversity of species and varieties of chili with great cultural, culinary 
and economic importance. The domesticated species of Capsicum annuum gathered most of 
cultivated types of chili and is very important in Mexico and around the world; the importance 
relapse in the it’s genetic richness, for this reason, is necessary a study using molecular genetic 
analysis techniques, including molecular markers RAPD (Random Amplified Polymorphism of 
DNA), which provides a genetic information quickly and a relatively low cost. Six varieties 
of C. annuum, facilitated by INIFAP (National Forestry, Agriculture and Poultry Research Institu-
te) from Zacatecas Experimental Station (CEZAC) were used, considering “Ancho” and “Mirasol” 
types as classified pollinated varieties and as landraces respectively, according to their technolo-
gical level. An RAPD analysis was used in order to evaluate the genetic variability and to identify 
the molecular variabilities of C. annuum from a dendrogram. The results showed a little variabili-
ty among the six varieties of C. annuum, the resulting dendrogram showed two main groupings, 
identified according to their technological level. RAPD demonstrated to be a useful tool to detect 
variations and have great power for estimate genetic similarities in C. annuum.
Keywords: Capsicum annuum, RAPD, genetic variability.

INTRODUCCIÓN

La especie C. annuum, tiene una gran importancia cultural, económica y alimentaria en México 
y el estado de Zacatecas, presentando la mayor variabilidad morfológica y genética (Hernández 
et al., 2001). En nuestro país, se hace necesario aumentar el estudio de este recurso mediante 
análisis genéticos, con los objetivos principales de caracterización, conservación, evaluación y 
mejoramiento.

La identificación molecular es, en esencia, la aplicación o utilización de variabilidad gené-
tica para distinguir entre individuos y separarlos en taxones o viceversa, para vincularlos y agru-
parlos con el fin principal de delimitar con mayor precisión un recurso vegetal, también posee el 
potencial para distinguir de forma rápida organismos de interés en estadios tempranos del desa-
rrollo y, por ende, es de utilidad para el mejoramiento vegetal. El manejo humano es de interés 
en la identificación, ya que los métodos de selección y reproducción a los que son sometidas las 
variedades según su categoría tecnológica, tienen un impacto genético. La especie C. annuum, 
puede clasificarse en tres categorías según su nivel tecnológico (1) variedades híbridas, (2) va-
riedades de polinización libre, y (3) variedades criollas. Los híbridos mejorados representan, en 
teoría, el nivel tecnológico más alto, y los criollos el más bajo (Luna, 2010; Reveles et al., 2013).

Los marcadores moleculares, entre los que se incluyen los RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA), constituyen una técnica para la identificación de variaciones en la secuencia de 
ADN entre individuos Rentaría (2007), por lo cual son una herramienta útil para el estudio gené-
tico de especies de Capsicum annuum. El objetivo fue analizar variedades de Capsicum annuum 
mediante marcadores RAPD, para evaluar la variabilidad genética e identificar molecularmente 
mediante las agrupaciones obtenidas en el dendrograma.
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MATERIALES Y MÉTODOS

El material vegetal que se utilizó fueron plántulas de C. annuum facilitadas por el INIFAP Campo 
Experimental Zacatecas (CEZAC). Las variedades utilizadas son dos tipos; ancho y mirasol. 

Tipo ancho con las variedades: 
1. Testigo calera (criollo)
2. Tres venas villista 1 (criollo)
3. Dos venas villista 2 (criollo)
Tipo mirasol con las variedades:
4. 2 venas INIFAP (criollo)
5. Don Luis, S.L.P. (polinización libre)
6. Don Ramón, S.L.P. (polinización libre)

Extracción de ADN genómico 
La extracción de ADN se realizó utilizando el kit DNeasy® Plant Mini de QIAGENTM, siguiendo las 
recomendaciones del fabricante, a partir de hojas sanas y frescas de plantas de chile con 18 se-
manas de desarrollo fueron mantenidas bajo las condiciones de invernadero del CEZAC. La cuan-
tificación del ácido nucleico obtenido de cada muestra se llevó a cabo en un espectrofotómetro 
(Quawell UV spectrophotometer Q5000); su pureza fue determinada considerando relaciones 
de absorbancia de 260/280 y 260/230 nm.

Condiciones de la PCR con cebadores arbitrarios 
Las reacciones de amplificación se desarrollaron con los siguientes cebadores: OPA 02, OPA 11 
y OPA 20, sintetizados por Invitrogen™. La mezcla de reacción fue de 25µl con 50-78 ng de ADN 
genómico, 2mM de MgCl2, 0.4 μM dNTP (Fermentas), 0.4 μM de cada cebador, 1 Unidad de Taq 
ADN polimerasa (ACTGene), 1X Buffer de (NH4)2SO4 (Promega). Los ciclos de  amplificación fue-
ron; 2 minutos a 95 °C, 44 ciclos; 30 segundos a 95 °C por, 1 minuto a 36 °C, 45 segundos a 72 °C, 
y un ciclo final de 5 minutos a 72 °C en un Termociclador Thermal Cycler (Labnet Multi Gene II).

Los productos amplificados fueron visualizados en gel de agarosa al 1.5% en tampón TAE 
1X con bromuro de etidio, para éstos fue usado el Wide Range DNA Marker (SIGMA) como mar-
cador de referencia. La electroforesis se llevó a cabo por 60 min a 90V. 

Análisis de similitud y dendrograma 
Con los resultados de la amplificación se elaboró una matriz de resultados 0/1 donde se evaluó 
las bandas como ausentes (0) o presentes (1) para cada uno de los materiales estudiados. Las es-
timaciones de similitud genética mediante la matriz obtenida se calcularon de acuerdo al índice 
de similitud de Jaccard (1908). Se construyó un dendrograma usando la técnica Clúster análisis 
empleando el método de agrupamiento UPGMA (Media Aritmética No Ponderada) (Sneath & 
Sokal, 1973). Además se realizó una prueba estadística Bootstrap con 5000 remuestreos. Todos 
los análisis estadísticos, visualización y edición de dendrograma (árbol o fenograma) se llevaron 
a cabo mediante tres softwares Free Tree, Tree View y FigTree (Hampl et al., 2001).
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Análisis de los polimorfismos obtenidos por cada cebador 
A partir de la matriz de 0/1 creada por los patrones de bandas, se identificaron las bandas co-
munes o monomórficas (que aparecen en todos las variedades) y bandas polimórficas (que apa-
recen sólo en algunas variedades) amplificadas por un cebador. Con base en esto se calculó el 
porciento de polimorfismo que se obtuvo con cada cebador.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los tres cebadores empleados amplificaron satisfactoriamente y produjeron un total de 30 ban-
das, con un promedio de 10 bandas por cebador. El cebador OPA 20 amplificó un total de 11, 
OPA 02 amplificó 11 y OPA 11 sólo 8 (figura 1). De las 30 bandas amplificadas, sólo 9 fueron 
polimórficas, siendo el OPA 02 el cebador que aportó mayor porcentaje de polimorfismo con 
45.45% debido a la amplificación de 5 de estas bandas. La alta eficiencia de un cebador está dada 
por el total de bandas amplificadas (monomórficas) esto es indicativo de la zona del genoma que 
complementa y permite el apareamiento de bases entre el cebador y el ADN genómico (Karp y 
Edwards, 1997). Pero son las bandas polimórficas las esenciales para identificar, por lo que a pe-
sar de poseer la misma eficiencia de amplificación OPA 20 y OPA 02, este último posee el poder 
discriminatorio más alto (Tabla 1).

(1)

(2)

(3)

Figura 1. RAPD con los iniciadores OPA 02 (1), OPA 11 (2) y OPA 20 (3). Electroforesis en gel de 
agarosa 1.5% teñido con BrEt. 1, marcador de tamaño molecular (DirectLoadTM Wide Range DNA
Marker). 2-ancho testigo Calera. 3-ancho tres venas villista 1. 4-ancho dos venas villista
2. 5-mirasol 2 venas INIFAP. 6-mirasol Don Luis, SLP. 7-mirasol Don Ramón, SLP. 8-control negativo 
(amplificación con agua sin ADN). Los números dentro de cada gel indican las bandas analizadas.
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 Tabla 1. Total de bandas amplificadas por los 3 cebadores en las 6 variedades de C. annuum, 
por ciento de polimorfismo y eficiencia del cebador.

Cebador Secuencia de los 
cebadores (5´- 3´)

Total de bandas 
amplificadas

Total de bandas 
polimórficas

Porciento 
de polimorfismo

(%)

Eficiencia del 
cebador

(%)

OPA 02 TGCCGAGCTG  11 5 45.45 36.66

OPA 11 CAATCGCCGT 8 1 12.5 26.66

OPA 20 GTTGCGATCC 11 3 27.27 36.66

Total 30 9 30 -

 

El coeficiente de similitud generado con base en la matriz, varió desde 0.74074 hasta 
0.96154 con un valor medio de 0.85114. El grado de similitud entre (ancho tres venas villista 
y mirasol Don Luis, S.L.P.) y (ancho testigo Calera y mirasol Don Luis, S.L.P.) mostró la variación 
genética más alta con el valor para los coeficientes de similitud de 0.74074 y 0.75000, respec-
tivamente. Considerando que se encontró que el valor de similitud más alto de 0.96154 entre 
mirasol Don Luis, S.L.P. y mirasol Don Ramón, S.L.P. Los resultados de similitud que se obtuvieron 
indican poca variabilidad, una posible respuesta está dada por la estrecha relación filogenética 
de los materiales empleados, así como la elección de los cebadores y la naturaleza de este tipo 
de marcadores los cuales al ser arbitrarios, pudieron hibridar en regiones del ADN que no esta-
ban relacionadas con el carácter diferenciador. A pesar de esto, los valores que se obtuvieron 
tienen una correspondencia con el nivel tecnológico de estas variedades, demostrando la capa-
cidad de la técnica para diferenciar y agrupar variedades según su nivel tecnológico a pesar de la 
alta similitud genética presentada por los materiales. Mediante la similitud de Jaccard (1908), se 
generó un dendrograma, que dividió las 6 variedades de C. annuum en 2 grupos principales con 
los códigos (A) y (B). El grupo (B) se conforma de las variedades criollas de calidad, presentando 
un 36% de robustez en el agrupamiento, el cual se divide en 2 subgrupos con los códigos (C) y 
(D) mostrando un 54% y 26% de robustez, respectivamente; el primero conformado con las va-
riedades ancho testigo Calera y ancho tres venas villista, y el segundo con mirasol 2 venas INIFAP 
y ancho dos venas villista 2. El grupo (A) posee la rama más fuerte, con 87%, se conforma con 
las variedades de polinización libre, las cuales son mirasol Don Luis, SLP y mirasol Don Ramón, 
S.L.P. (Figura 2).



13a Convención Mundial del Chile

90

Figura 2. Dendrograma resultante de las distancias genéticas entre los genotipos de C. annuum 
estudiados, obtenidas por el análisis RAPDs utilizando el índice de similitud de Jaccard (1908),
y el método de agrupamiento UPGMA. El número en los nodos corresponde al valor de robustez 
de los datos (Bootstrap) que soporta a la rama del árbol después de 5000 réplicas. 

A pesar que no se obtuvo una alta variación genética entre variedades, en el dendro-
grama obtenido se observa que los cebadores OPA utilizados en este estudio lograron agrupar 
coherentemente las variedades diferenciando variedades de polinización libre (PL) grupo (A), 
y las variedades criollas de calidad grupo (B), denotando variabilidad entre materiales debido 
a su nivel tecnológico, que implica la capacidad de identificar con base en RAPD los materiales 
con mayor uniformidad genética debida a su proceso de selección y mejoramiento; el subgrupo 
(D) de variedades criollas con la característica “dos venas” se agrupó a pesar de pertenecer a 
diferentes tipos, uno perteneciente al tipo mirasol y el otro a tipo ancho, esta agrupación resulta 
interesante, ya que comparten el mismo carácter morfológico (dos venas), tomando en cuenta 
que éste se utiliza como una característica para lograr uniformidad al llevar a cabo la selección 
de criollos de calidad, el proceder de un origen de selección parecido puede ser motivo de la 
similitud presente entre este grupo, aunque el hecho de que la variedad mirasol no se agrupa-
ra con las variedades de su mismo tipo se puede deber a que éstas son de polinización libre y 
provienen de la autofecundación controlada de un solo progenitor con alta pureza genética, 
con subsiguientes selecciones, que derivan de una alta homología entre las mismas. Por último, 
el subgrupo (C), con ancho testigo Calera y ancho tres venas villista, la primera no pasó por el 
proceso de selección de lóculos o venas, ésta fue la agrupación con el segundo nivel de más 
alta similitud con un coeficiente de 0.91304. Todas estas agrupaciones denotan alta similitud 
genética en la secuencia de estas variedades, reflejada en la poca variabilidad obtenida, pero 
se logran diferenciar, corroborando que estos marcadores moleculares poseen potencial en el 
análisis molecular de C. annuum.
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CONCLUSIONES

El análisis RAPD mostró variación genética entre las variedades utilizadas de C. annuum, las 
agrupaciones generadas en el dendrograma identifican los materiales de acuerdo a su nivel tec-
nológico (criollo o polinización libre), todos los cebadores empleados generaron bandas, siendo 
el OPA 02 el más polimórfico y el OPA 20 el que más fragmentos generó.
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