METODOLOGIA PARA EL ESTABLECIMIENTO DE LA COLECCION NUCLEO DEL
GERMOPLASMA DEL GENERO CAPSICUM (AJIES Y PIMIENTOS)

Odalys Barrios, Zoila Fundora, Toméas Shagarosdky, Raul Cristobal, Gloria Acufia, Sergio
Abreu y Dalila de Armas

Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical. INIFAT
obarrios@inifat.co.cu

RESUMEN
La coleccion ndcleo se compone de una muestra representativa de la variabilidad de la
coleccion base, con un minimo de redundancia. Se tomé como punto de partida la informacion
de caracterizacion y evaluacion de 255 accesiones y 22 caracteres morfoagronémicos de la
coleccion base. Se propuso la siguiente metodologia de trabajo: 1ro. Analisis Factorial de
Correspondencias para seleccionar los caracteres de mayor importancia (13 caracteres). 2do.
Andlisis de Conglomerados con los 13 caracteres seleccionados, utilizando el agrupamiento de
Ward que generé un dendrograma con ocho clases. 3ro. Seleccion de las especies (Capsicum
annuum-chinense-frutescens) en cada clase (193 accesiones) y seleccion de los cultivares
dentro de las especies en cada clase (139 accesiones). 4to. Seleccion de la cantidad de
accesiones por cada cultivar, se tuvo en cuenta: participacion del mejorador en el proceso de
seleccion; atributos agrondmicos y uso; incidencia del virus (TEV), variabilidad morfolégica poco
frecuente, peligro de erosion genética y procedencia geogréafica (83 accesiones). 5to.
Comprobar la seleccion adecuada de las accesiones con criterios sobre diversidad molecular
(distancia genética de Dice), para corroborar disimilaridad entre las accesiones (50 accesiones).
6to. Comprobar la representatividad de la variabilidad de la coleccidn nucleo con respecto a la
base, utilizando los coeficientes de Dhiwan y de correlacion de Spearman. 7mo. Coleccion
ndcleo de Capsicum compuesta por 50 accesiones que indica que el 20% de la coleccion base

contiene la variabilidad suficiente para formar la coleccién nucleo.

METHODOLOGY FOR THE ESTABLISHMENT OF THE CORE COLLECTION OF THE
GERMPLASM OF CAPSICUM GENUS (PEPPERS)

ABSTRACT
The core collection is composed of representative sample of the base collection variability, with a
minimum redundancy. It took as initial point the information of characterization and evaluation of
255 accessions and 22 morfoagronomic characters of the base collection. It proposed the
following working methodology: 1ro. Factorial Correspondences Analysis to select the more
importance characters (13 characters). 2do. Clusters Analysis with the 13 selected characters,
using the Ward’s cluster, which generated a dendrogram with eight classes. 3ro. Selection of the
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species (Capsicum annuum-chinense-frutescens) in each class (193 accessions) and selection
of the cultivars inside the species in each class (139 accessions). 4to. Selection of the
accessions quantity for each cultivars, one kept in mind: participation of the breeder in the
selection process; agronomic attributes and use; virus (TEV) incidence, strange variability,
genetic erosion and geographical origin (83 accessions). 5to. To check the appropriate selection
of the accessiones with use the molecular diversity approaches (Dice genetic distance), to
corroborate accessions disimilarities (50 accessions). 6to. To check the representativeness
varibility of the core collection/base colletion, using the Dhiwan coefficients and Spearman
correlation. 7mo. Capsicum core collection composed by 50 accessions that it indicates that 20%
of the base collection contains enough variability to form the core collection.

INTRODUCCION
Las colecciones de germoplasma mantenidas ex situ han experimentado durante las tres
Gltimas décadas un gran aumento en namero y tamafio, como resultado del intenso trabajo
realizado en el mundo para conservar los recursos fitogenéticos. EI manejo adecuado del
germoplasma es de gran importancia para el mantenimiento sostenible y la utilizacion 6ptima del
germoplasma de alta calidad, Engels y Visser (2007).

Para mejorar el acceso a las colecciones de germoplasma, fue propuesta la seleccion de un
pequefio nimero de accesiones de la coleccion base, que fueran representativas de la mayor
diversidad posible de un cultivo, y a esta muestra se denomind, coleccién nucleo. Este concepto
ha cambiado desde su definicion original por Frankel y Brown (1984), que denominaba a una
coleccion nucleo como un conjunto limitado de accesiones que, empleando un minimo de
repeticiones, representa la diversidad genética de una especie cultivada y de sus parientes
silvestres. Brown (1995) indicé, de manera mas practica, que una coleccion ndcleo consta de un
namero limitado de accesiones de una coleccidn, que se escogen para representar el espectro
genético de la misma, esta debe incluir el maximo de diversidad genética de la coleccion
completa. Un enfoque mas actual es el de coleccion nucleo sintética, que consiste de un nimero
limitado de entradas, seleccionadas para representar la diversidad genética del cultivo, la cual
puede estar integrada por muestras conservadas in situ (Van Hintum et al., 2000).

La definicion de la coleccion nucleo de las especies y cultivares de Capsicum conservados
en el banco de germoplasma del INIFAT, constituye una demanda teniendo en cuenta la
complejidad en el manejo de sus accesiones; debido fundamentalmente al sistema de
reproduccion autégamo-facultativo, lo que hace dificil su manejo en la fase de regeneracién en
campo, unido a problemas relacionados con la viabilidad de la semillas durante la conservacion.
Por tal motivo se propuso como obijetivo, definir una coleccién nicleo que permita el incremento

de la utilidad de la coleccion para los curadores y mejoradores con un nimero manejable de
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accesiones y un minimo de redundancia; que haga mas eficiente el mantenimiento y manejo del

germoplasma de las especies de Capsicum presentes en Cuba.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue desarrollado a partir de la coleccion base de Capsicum que esta compuesta por
255 accesiones, de ellas 110 pertenecen a la especie C. annuum L., 87 a C. frutescens L. y 58 a
C. chinense Jacq. Para la caracterizacion y evaluacion de las accesiones fueron empleados 22
descriptores (11 caracteres del fruto, 7 de la inflorescencia y 2 de susceptibilidad al estrés
biolégico, se tuvo en cuenta ademas, la especie y el estado de la muestra), lo que represento el
25% de los descriptores contemplados en el Listado de Descriptores Internacionales
(IPGRI/AVRDC/CATIE; 1995) para este género.

¢ Metodologia para el establecimiento de la coleccidn nucleo.

Se realizé inicialmente un Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC), que permitiera
seleccionar los caracteres de mayor importancia. Posteriormente, utilizando los caracteres
seleccionados como variables y las 255 accesiones como observaciones, se empled un Analisis
de Conglomerados, utilizando como coeficiente de distancia, la Euclidiana, y como criterio de
agregacion, el agrupamiento jerarquico de Ward, que gener6 un dendrograma donde se
visualizé la formacion de las clases. Este agrupamiento ha sido recomendado por Crossa et al.
(1995) y Tapia (2003), para el estudio de colecciones nucleo, que permite maximizar las
diferencias entre las clases y minimizarlas dentro de ellas. Balakrishnan y Nair (2003), probaron
este método de estratificacion, basado en el estudio de la coleccién base con un conjunto de
conglomerados con variables mudltiples, utilizando datos de evaluacién cuantitativos vy
morfolégicos.

Se utilizaron los siguientes criterios para la seleccidn de la coleccion nucleo, con el enfoque
de seleccion estratificada, asistida por el curador de la coleccion:
1. Los grupos que reflejan una divisibn natural entre accesiones basados en diferencias
morfolégicas, agronémicas y de origen, cuidando que no se solapen las accesiones de acuerdo
con su distribucion geogréfica, pues la insuficiente representacion geogréfica es uno de los
factores limitantes para el uso extensivo y efectivo de una coleccion nudcleo (Brown, 1989;
Polignano et al., 2001).
2. Participacion del mejorador en el proceso de seleccion de la coleccion nucleo (Malosetti et al.,
2000).
3. Cruzamiento natural presente en el género, nueva variabilidad detectada, cultivares en peligro

de erosién genética e incidencia de enfermedades (Barrios et al., 2007; 2008).
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4. Criterios referentes a la diversidad molecular presente en la coleccién nacional de Capsicum
caracterizada con marcadores AFLP (Barrios et al.; 2005)

5. Andlisis de la matriz de distancia genética de Dice (1945) para comprobar la disimilaridad
genética entre las accesiones seleccionadas.

Teniendo en cuenta algunos de los caracteres morfoldgicos que aportaron las mayores
contribuciones a la variabilidad en el AFC, se analizé la representatividad de la variabilidad
contenida en la coleccion nucleo con respecto a la presente en la coleccidn base, a través de los
rangos retenidos de las variables originales (maximo-minimo para cada caracter) y los
coeficientes de variacién (CV) respectivamente, para el caso de los caracteres cuantitativos.
Este analisis se realiz6 a partir de la estimaciéon de los coeficientes de Dhiwan (Dhiwan et al.,
1995), y Dhiwan modificado, en este caso se determiné el promedio de la variabilidad retenida
usando los coeficientes de variacion (Fundora et al., 2007). En el caso de los caracteres
cualitativos, se estimaron las coincidencias utilizando el coeficiente de correlacién de Spearman
(Fundora et al., 2007), y se analizé la frecuencia en forma grafica. Para realizar los calculos en
los datos originales, se utilizaron los paquetes estadisticos Statgraphics Plus version 5.0 y SSPS

version 11.5.

RESULTADOS Y DISCUSION
El AFC realizado para la coleccion base aport6 el 62% de la variabilidad acumulada en los seis
primeros factores. Se destacaron 13 caracteres por su mayor contribucién a la variabilidad total,
de ellos seis caracteres en el primer factor y tres en el segundo; el resto de la variabilidad estuvo
distribuida en el resto de los factores (Tabla 1).

El Analisis de Conglomerados realizado con los 13 caracteres seleccionados previamente,
condujo a la formacion de ocho clases, con un umbral de corte de 40. El dendrograma
construido utilizando el agrupamiento de Ward permitié visualizar las diferencias entre las clases
(Figura 1). La descripcién de las clases se ofrece en la Tabla 2, teniendo en cuenta la especie y
los cultivares pertenecientes a cada una, asi como la cantidad y porcentaje que representan
dentro de cada clase.

e Pasos paralaseleccion de la colecciéon nicleo.

1. Seleccién de las especies en cada clase.

Se detectd que las clases estuvieron integradas por mas de una especie, lo que evidencié la
presencia de accesiones con caracteres morfolégicos intermedios, debido posiblemente al
sistema de reproduccién de la planta, que permite la hibridacién entre y dentro de las especies
de Capsicum. Se debe destacar que las accesiones que componen la coleccion base provienen
en gran medida de la colecta y se desconoce el nivel de variacién intrapoblacional con el que se

colecté cada muestra. La mayoria de los agricultores que se dedican al cultivo de los ajies y
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pimientos, ignoran el fenédmeno de la polinizacién cruzada, lo que ha propiciado que en muchos
casos una nueva variabilidad sea introducida, como ocurre con de los “cultivares locales
hibridos” surgidos de manera espontanea que aparecen en la Clase 7. Considerando los
elementos anteriores, se seleccionaron inicialmente de las ocho clases, las especies que
tuvieron mayor representatividad (%) en cada clase, lo que sumé un total de 193 accesiones,
que representd el 75% de la coleccién base. La seleccion inicial de la cantidad de accesiones
por cada clase aparece sefialado con las siglas (Sl) en la Tabla 2.
2. Selecciodn de cultivares dentro de las especies en cada clase.
Fueron identificados los cultivares representativos de las tres especies dentro de cada clase,
teniendo en cuenta que la frecuencia de aparicion del cultivar (%) fuera mayor en la clase
seleccionada, lo que propicié que la eleccidn estuviera dirigida hacia accesiones con un minimo
de mezcla varietal, en el caso de que esta variabilidad no fuera deseada. De esta manera se
hizo una seleccion preliminar de 139 accesiones, que represent6 el 55% de la coleccion base,
(Tabla 3).
3. Seleccion de la cantidad de accesiones por cada cultivar.
Para la eleccion de las accesiones que integrarian la coleccién nucleo, se partié de las 139
escogidas anteriormente y fueron aplicados los siguientes criterios de seleccion:
= Atributos agronémicos favorables y diferentes propésitos de uso teniendo en cuenta la
pungencia del fruto (consumo fresco, condimento, encurtido, ornamental y medicinal).
= Incidencia del virus del Grabado del Tabaco (TEV), variable de importancia en las
producciones de ajies y pimientos en nuestras condiciones segun Depestre (1999);
Barrios (2008) y por la contribucidn de esta variable a la variabilidad total reflejada en el
AFC.
= Variabilidad morfolégica poco frecuente que resultara de interés, que habia sido
detectada y que debia ser conservada.
= Evidencia del peligro de erosion genética en algunos cultivares, particularmente de
accesiones que han sido colectadas como poblaciones naturales.
* Procedencia geografica de las accesiones, con vistas a evitar redundancias en el

proceso de seleccién.

4. Comprobacidn de la seleccién adecuada de las accesiones, con la informacion
procedente del estudio de diversidad genética con marcadores moleculares AFLP.
Basados en los elementos citados, se seleccionaron a priori 83 accesiones lo que represento el

33% de la coleccién base con posibilidades para integrar la coleccion nucleo, y se corrobord
esta seleccién con el estudio de marcadores moleculares realizado en la colecciéon ex situ de

Capsicum y la matriz de distancia genética entre accesiones.
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Se comprob6 primeramente la distancia genética entre las accesiones de la coleccion base
gue fueron seleccionadas para el estudio de diversidad molecular, este analisis fue factible
solamente para aquellos casos, en los que se incluyé mas de una accesién del mismo cultivar
en el estudio con marcadores AFLP. En la Tabla 4 aparecen los valores de distancia genética
alcanzados entre las accesiones de 10 de los cultivares que pudieron ser comparados; de
cualquier manera se procur6 incluir en la coleccion nicleo, la mayor parte de los cultivares que
habian sido sometidos a este estudio, aunque solo estuvieran representados por una accesion,
estos 11 cultivares aparecen simbolizados (*) en la Tabla 3. Se determind incluir estos cultivares
en la coleccién nucleo, porque este andlisis permitié corroborar la validez de la identificacion
taxonomica de las accesiones y evidencié la presencia de una estructura genética definida en
las muestras, que sugirié la ausencia de variacion intrapoblacional en las accesiones, la cual es
causada por el cruzamiento natural presente entre especies y cultivares del género.

Aunque nueve accesiones carecian de informacién molecular, de cinco de ellas (sefaladas en
la Tabla 3 con las siglas (AU), solo existian muestras Unicas en la coleccién base y cuatro eran
“cultivares locales hibridos™ surgidos como consecuencia de la hibridacién espontanea en
sistemas de agricultura tradicional, los cuales eran aprovechados por los miembros de la
comunidad para el consumo familiar. Por el valor de uso de estos cultivares, asi como por el
peligro que representa la erosion de esta variabilidad Unica, los mismos fueron seleccionados
para formar parte de la nueva coleccion.

5. Comprobacion de la variabilidad retenida en las accesiones seleccionadas para
conformar la coleccién nucleo.

Se eligieron 50 accesiones, lo que representa un 20% de la coleccién base, y se comprob6 si

este sub-conjunto contenia la variabilidad suficiente para conformar la coleccién ntcleo.

En el caso de los caracteres cuantitativos analizados el promedio de rangos retenidos oscilo
entre 13% y el 197%, sugiriendo este Ultimo valor que en la clase 7 practicamente se duplicé el
espectro de los mismos al seleccionar el nacleo, la retencién total de los rangos en la coleccion
nucleo fue efectiva, con valores de 74% (Tabla 5). La representatividad de los rangos retenidos
en la coleccion nadcleo, fue mas baja en las clases 2, 3, 6 y 8 (13 a 39%), donde fueron
seleccionadas la menor cantidad de accesiones (1-2). Esto sugiere que en las clases menos
numerosas, se debe hacer un ejercicio mas minucioso para la selecciéon de las accesiones,
cuidando de no afectar el rango de retencién de variabilidad de los caracteres cuantitativos. Sin
embargo, para los caracteres cualitativos, la retencién fue muy efectiva
(Rs=0.903**), significativo al 1% de probabilidad de error, indicando una adecuada
representatividad de los mismos en la coleccion nucleo.

En las Figuras 2 y 3 se aprecia la representatividad de la variabilidad contenida en la coleccion

nudcleo con respecto a la coleccion base, de algunos de los caracteres que en el AFC mostraron
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contribuciones de importancia a la variabilidad total. Se debe sefialar que aunque lo idéneo
debe ser crear una coleccion nucleo totalmente resistente a las enfermedades, no es
absolutamente factible en muchos casos. De esta manera, se muestra en la Figura 2 como fue
necesario seleccionar algunas accesiones con diferentes grados de resistencia al TEV en
condiciones de infeccion natural. Resulté dificil prescindir de estas accesiones (12), el interés
por conservarlas radicé en los diferentes propositos de consumo, adaptacién al medio con
escasos requerimientos agrotécnicos y por lo tanto, su valor potencial para el mejoramiento,
integrando posibles estrategias de resistencia en el cultivo.
6. Distribucién geografica de la coleccion nucleo.

La distribucion geogréfica de la nueva colecciébn creada, indic6 que esta integrada
mayoritariamente por accesiones colectadas a través de toda la Isla (Figura 3). Las provincias
mas representadas fueron Pinar del Rio (36%), Cienfuegos (18%) y Guantanamo (10%); le
siguen Ciudad de La Habana y Sancti Spiritus (6%). Del resto de las provincias solo se
seleccionaron 1 6 2 accesiones. Las accesiones procedentes de las tres provincias
mencionadas inicialmente, estuvieron mas representadas en la coleccién nicleo, considerando
gque estas provincias fueron ampliamente estudiadas durante la ultima década, como parte del
estudio de conservacion in situ de los recursos fitogenéticos desarrollado en comunidades
rurales de estas regiones de Cuba. Este estudio permitié identificar, por ejemplo, un acervo
genético Unico en accesiones de C. chinense en localidades de Pinar del Rio, asi como
parientes silvestres de C. annuum y C. chinense en peligro de erosion y una variabilidad Unica y
rara de cultivares de C. annuum-chinense-frutescens que no estaba conservada en la coleccion
ex situ de Capsicum del banco de germoplasma del INIFAT; por lo que esta diversidad, de
interés agricola integrd la nueva coleccién creada. No fueron seleccionadas accesiones de las
provincias de Villa Clara y Camagtiey, por no exhibir las muestras evaluadas una variabilidad
interesante que justificara su presencia en el nucleo.

7. Descripcion de la coleccion nucleo de las especies de Capsicum de Cuba.
Finalmente se determiné que las 50 accesiones que habian sido previamente seleccionadas
debian conformar la coleccién nicleo de Capsicum, por responder a los pardmetros evaluados
para el establecimiento de la misma. La nueva colecciébn creada se compuso por 21
accesiones de C. annuum, 7 de C. frutescens y 16 de C. chinense, la integraron ademas 6
“cultivares locales hibridos’. Las particularidades de la coleccidn nucleo se reflejan en la Tabla 6.

Se comprobd que el muestreo estratificado fue adecuado para la seleccidon de la coleccién
nudcleo, lo que coincide con lo planteado por Malosetti et al. (2000), sobre la importancia de este
método de seleccidn, que incluye la participacién del mejorador en el proceso de seleccion como
el mas efectivo. Por tanto, metodologias como esta, que incluyen la participacion de futuros

usuarios, agregan informacién de valor que complementan al andlisis estadistico, incrementando
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la utilidad de la coleccidn nicleo para sus usuarios directos (mejoradores y curadores), asi la

coleccion nucleo permite un acceso mas facil a su variabilidad.

CONCLUSIONES
e La coleccion nucleo de las especies de Capsicum se compuso de 50 accesiones, lo que
representd un 20% de la coleccién base. La coleccion nicleo establecida contuvo una
variabilidad del 70% de la coleccion original.
e El método utilizado basado en el muestreo estratificado resulté efectivo la seleccion de la

coleccién nucleo.
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