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Abstract

In this paper we have used different molecular markers for genotyping interesting material
in improving nematode resistance in pepper. In particular the objectives of this study were:
to determine the presence of genes of interest in cultivars of Capsicum annuum and
Capsicum frutescens, check the hybrid nature of plants resulting from interspecific crosses
(C. annuum x C. frutescens) and determine the haploid or double-haploid character in
pepper plants regenerated by another culture. The interspecific hybrids come from trials
embryo rescue in vitro culture. Markers used and work done have allowed cover all the
objectives. Therefore, it offers a useful methodology and materials for use in various
breeding programs.

Resumen

En el presente trabajo se han utilizado distintos marcadores moleculares para genotipar
materiales de interés en la mejora de la resistencia a nematodos en pimiento. En concreto
los objetivos de este trabajo han sido: determinar la presencia de genes de interés en
cultivares de Capsicum annuum y Capsicum frutescens, comprobar el caracter hibrido de
plantas resultantes de cruces interespecificos C. annuum x C. frutescens y determinar el
caracter haploide o doble-haploide en plantas de pimiento regeneradas por cultivo de
anteras. Los hibridos interespecificos provienen de ensayos de rescate de embriones en
cultivo in vitro. Los marcadores utilizados y el trabajo realizado han permitido cubrir todos
los objetivos planteados. Por lo tanto, se dispone de una metodologia y de materiales muy
utiles para su uso en distintos programas de mejora.
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1. INTRODUCCION

1.1. SITUACION BOTANICA Y ORIGEN

El pimiento pertenece al género Capsicum que abarca muchas especies cultivadas en las que
encontramos los tradicionalmente denominados pimientos, pebreras, chiles o ajies utilizados
durante toda la historia por los seres humanos en dmbitos de alimentacion. Capsicum, podria
proceder bien del griego kapso (picar) o bien kapsakes (capsulas). La palabra “Capsicum” fue usada
por primera vez por Tournefourt en 1719 para describir el género, siendo adoptada mas tarde por
Linneo. Este género se incluye en la extensa familia de las solanaceas (Nuez et al., 2003)(Figura 1).

Ca 'um

Figura 1.Taxonomia del género Capsicum.

La taxonomia dentro del género Capsicum es compleja debido a la gran variedad de formas
existentes en las especies cultivadas y a la diversidad de criterios utilizados en la clasificaciéon. Todas
las especies del género Capsicum se originaron en los tréopicos del Nuevo Mundo, siendo Méjico el
centro de diversidad de Capsicum annuum L., la especie cultivada mas importante. Las especies
silvestres relacionadas con C. annuum se han encontrado desde el sur de Texas hasta Argentina,
siendo las regiones del Amazonas en América del Sur el centro de diversidad de Capsicum chinense
Jacq., Capsicum frutescens L., Capsicum pubescens Ruiz & Pav. y Capsicum baccatum L., todas estas
especies cultivadas. A pesar de ello la cruzabilidad entre estas especies es limitada lo que dificulta la
transferencia de genes de interés entre ellas.
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La diversidad varietal de este género propicia que sean muchos los nombres que se utilizan
comunmente, chiles, ajies, guindillas o pimiento, para referirse a las diferentes especies de Capsicum.

C. annuum var annuum, a la que llamamos comuUnmente pimiento, es la mds popular y
econdmicamente importante de todas, y abarca muchas variedades (Rodriguez-Burruezo y Nuez,
2006). A esta especie pertenecen tipos varietales como los pimientos tipo California Wonder,
Lamuyo, chiles serranos, pimientos morrones, guindillas de encurtir, pimientos de piquillo, jalapefios
o pimientos del padrén.

C. chinense es otra especie dentro del género Capsicum donde el ‘Chile Habanero’ es la variedad
mds conocida. Los frutos de las plantas de esta especie se utilizan como condimento alimenticio en
muchas culturas, como la mexicana, por su sabor picante. Otra especie conocida comunmente como
chile y utilizada para elaborar salsas picantes es C. frutescens, su tipo mas conocido es el ‘Chile
Tabasco’. Esta especie es una especie semicultivada, pues aunque se han desarrollado varias lineas
cultivadas en muchas regiones de Sudamerica sus frutos son recolectados de plantas que crecen
espontdneamente en la naturaleza. Se trata de la especie menos domesticada, como consecuencia
de esto, dentro del género Capsicum, C. frutescens cuenta con la mayor variabilidad morfoldgica (De
Witt y Bosland, 1996).

Por dltimo utilizamos el nombre de guindillas para referirnos cominmente a los diferentes
cultivares dentro de la especie C. baccatum. Aunque la mayoria de los genotipos de esta especie
producen frutos de sabor pungente, es la Unica, junto a C. annuum, en la que se pueden encontrar
algunos cultivares de fruto dulce.

Aunque se pensaba que la domesticacion del pimiento pudo haberse dado hace 4000 afios, se
han encontrado restos de pimiento en yacimientos arqueoldgicos en Méjico datados en mas de 7000
afios A.C., hecho que apunta a una domesticacién aln mds temprana por parte de los nativos
americanos (Crosby, 2008).

Se sabe que el pimiento fue introducido en el Viejo Mundo por Coldn tras su viaje de regreso del
nuevo continente descubierto en el afio 1492. En el siglo XVI ya se habia difundido su cultivo en
Espafia, desde donde se distribuyé a Europa y al resto del mundo con la colaboracién de los
portugueses. Su introduccién en Europa supuso un avance culinario, ya que vino a complementar e
incluso sustituir a otro condimento muy utilizado como era la pimienta negra (Piper nigrum L.), de
gran importancia comercial entre Oriente y Occidente (Urrios y Aguilar-Amat, 2006).

La diversidad de frutos y tipos de plantas dentro de la especie C. annuum sefiala la enorme
seleccidn llevada a cabo por el hombre a lo largo de numerosas generaciones. Aunque la variabilidad
a nivel de fruto que encontramos en pimiento es menor que en otras especies cultivadas, esta claro
que la seleccidon por parte del hombre ha ocurrido de forma paralela en varias regiones y con
diferentes objetivos. En los Ultimos cien afios se le ha prestado mayor atencidn a la mejora y
seleccidn dentro de C. annuum que en las otras especies, probablemente este sea el resultado de la
distribucion mas extensa de esta especie por parte de los primeros exploradores europeos por todo
el mundo (Crosby, 2008).
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1.2. IMPORTANCIA ECONOMICA

El pimiento aporta distintos compuestos importantes desde el punto de vista nutricional (Tabla 1) y
se le atribuyen propiedades medicinales ya que es un producto con propiedades digestivas y
diuréticas. En estado maduro proporciona a nuestro organismo una gran cantidad de Vitamina C,
incluso mas que los citricos (Valdés, 2006). Su alto aporte de esta vitamina le hace especialmente
importante en las dietas desintoxicantes, ademas de las innumerables ventajas que aporta esta
vitamina al cuerpo humano, como la adecuada absorcién de hierro, calcio y otros aminoacidos
(Yoshioka et al., 1995).

Las diferentes especies del género Capsicum producen frutos que sintetizan y acumulan
carotenoides, los tipos y niveles de estos difieren entre variedades y dependen del estado de
maduracién del fruto (Gédmez & Ochoa-Alejo, 2013). En su estado maduro aproximadamente un 60%
de los carotenoides totales son B-carotenos, ademds contiene un alto contenido en capsaicina, una
oleoresina responsable del sabor picante a la cual se le atribuyen propiedades adelgazantes vy
analgésicas (Vidal et al., 2004).

Tabla 1. Tabla nutricional por 100 g de pimiento y chiles.

Pimiento dulce Pimientos picantes
Crudos Verdes Crudos Rojos Chiles
Agua 92,1¢g 92,1¢g 92,5¢
Energia 113 kecal 113 kcal 21 kcal
Grasa 0,19¢g 0,19¢g 0,10g
Proteina 0,89 g 0,89 g 0,90 g
Hidratos de carbono 6,43 g 6,43 g 53¢g
Fibra 1,8g 2gr 13¢g
Potasio 177 mg 177 mg 187 mg
Fésforo 19 mg 19 mg 17 mg
Magnesio 10 mg 10 mg 14 mg
Calcio 9 mg 9 mg 7 mg
Vitamina C 89,3 mg 190 mg 68 mg
Vitamina B2 0,03 mg 0,03 mg 0,05 mg
Vitamina B6 0,248 mg 0,248 mg 0,153 mg
Vitamina A 632 U 5700 IU 610 U
Vitamina E 0,69 mg 0,69 mg 0,69 mg
Niacina 0,5 mg 0,5mg 0,8 mg
Carotenos 5-10 mg 50 mg +05¢g

La superficie dedicada al cultivo de los distintos tipos varietales que existen de pimiento varia
considerablemente en cada pais, en funcién del uso, costumbres, volumenes y destino de las
exportaciones. En los paises africanos y asiadticos, dominan los picantes, en los de Europa occidental
los tipos dulces, en Europa oriental tienen gran importancia los del tipo paprika y en América tanto
los picantes como los dulces. El continente que tiene mayor extension de terreno dedicada al cultivo
del pimiento es Asia, donde se concentra mas de la mitad de la superficie destinada a este cultivo. En
cuanto a produccion, destacan paises como China, Turquia e Indonesia con el primero, tercero y
cuarto lugar respectivamente en el ranking mundial respecto a la superficie cultivada. El segundo
continente en importancia por su produccién es Africa, seguida muy cerca por Europa. En Africa

3
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destaca principalmente Nigeria, ocupando el octavo lugar en el escalafén mundial, mientras que en
Europa los mayores productores son, Espafia, Holanda y Rumania. En América los paises con la
mayor superficie son México y USA. Estos se destacan mundialmente por la superficie de dedicada a
este cultivo, ocupando el segundo y quinto lugar respectivamente (FAO, 2013).

El pimiento es un cultivo con tres destinos de consumo: pimiento en fresco, para pimentén y para
conserva. En los ultimos afios ha crecido la demanda de pimiento fresco en toda Europa provocando
gue aumente el cultivo de éste en invernaderos a lo largo de todo el litoral mediterraneo espafiol. El
pimiento es uno de los cultivos horticolas bajo invernadero con mayor superficie cultivada en
nuestro pais, localizdndose casi la mitad de la produccién en Almeria, Alicante y Murcia. En 2013, la
exportacién de hortalizas se incrementd en nuestro pais un 11% en valor y un 10% en volumen,
totalizando 4.331 millones de euros y 4,6 millones de toneladas. Las principales hortalizas exportadas
han sido tomate con 988 millones de euros (+7%), pimiento con 718 millones de euros (+18%),
lechuga con 568 millones de euros (-3,5%), y pepino con 464 millones de toneladas (+8%). Almeria es
la provincia que ocupa el primer lugar en la exportacion espafiola de pimiento, con gran diferencia
sobre el resto de provincias. En el afio 2013 el total de exportaciones espafiolas de pimiento alcanzé
las 564.254 toneladas, de las que se exportaron desde Almeria un total de 388.957 toneladas,
seguida de Murcia con 70.048 y de Alicante con 47.395 toneladas (Figura 2)(FEPEX, 2013) .

EXPORTACIONES CC.AA PIMIENTO
2013

0,50% 0,21%

Andalucia
2,30% \{ 13,66%
C.Valenciana

Cataluiia
14,40%
B Extremadura

49
SR Murcia

Otras

Figura 2. Exportaciones de pimiento por comunidades autonomas en % (FEPEX, 2013).

1.3. EXIGENCIAS CLIMATICAS EN EL CULTIVO DEL PIMIENTO

El pimiento es mds exigente en temperatura que el tomate y soporta muy mal las temperaturas bajas
(por debajo de 8-10 2C las plantas no vegetan), lo que puede provocar endurecimientos y parones en
las plantas, que a su vez puede producir un exceso de cuajado de frutos pequefios y de muy mala
calidad. Sin embargo, soporta mejor las temperaturas altas que el tomate, sobre todo si van
acompanadas de una buena humedad relativa. Dichas temperaturas, en las cosechas de primavera-
verano, producen una reduccidon de la calidad del fruto por pérdida de tamafo y color mas
deficiente; e incluso pueden aumentar la incidencia de Blossom. En las plantaciones tempranas de
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pleno verano las altas temperaturas producen un crecimiento desbocado de las plantas que dificulta
fuertemente el cuajado de las flores.

Los cultivos forzados tratan de disminuir el efecto negativo de las temperaturas bajas en el
cultivo. Para conseguirlo se debe cubrir el invernadero con plasticos “térmicos”, materiales que son
muy permeables a la radiacién visible (solar) y poco permeables a las radiaciones de onda larga que
enfrian el invernadero por la noche. La calefaccion como técnica de forzado se ha instalado
fuertemente en los invernaderos de Alicante-Murcia, dadas las mayores necesidades térmicas del
tipo California, que son los que se cultivan en esta zona, y del aumento de los cultivos sin suelo, en
los que la necesidad de calefaccién es mayor, y gracias a la mejora en las estructuras de invernadero,
mas altos, mejor ventilados, mas estancos y mas automatizados. En Almeria la calefaccién es muy
poco utilizada y no parece que haya perspectivas de incrementar su empleo; el ciclo de cultivo con
planta adulta en invierno no tiene las mismas necesidades que la planta pequefia en invierno de
Alicante-Murcia, mucho mas sensible al frio y quiza por ello no se vea muy claro su rentabilidad (de
Dios, 2006).

En los ultimos afios la mejora de las estructuras de los invernaderos, la utilizacion de mejores
forzados (calefaccion), las mejoras del material vegetal y, sobre todo, la demanda del mercado, ha
motivado un fuerte avance de los pimientos tipo California, especialmente los de maduracién en
rojo, a costa especialmente de los tipo Lamuyo, siendo éstos menos sensibles al frio y por tanto de
cultivo menos delicado (de Dios, 2006).

1.4. PRINCIPALES PROBLEMAS EN EL CULTIVO DE PIMIENTO DULCE

Los principales problemas en el cultivo del pimiento son los relacionados con la disminucién de la
produccién debida a distintos estreses de tipo bidtico y abidtico. Los programas de mejora intentan
aumentar la produccidn sin mermar la calidad de los frutos. En estos programas se incluyen distintos
tipos de pimiento, entre los que predominan los dulces Lamuyo (Figura 3) y California (Figura 4). La
mayoria de estudios estan relacionados con la obtencién de resistencias o tolerancias a distintos
tipos de estrés que merman la produccién. En otros programas de mejora también se intenta
obtener mayor precocidad y alargar el tiempo de cultivo.

Figura 3. Pimientos tipo Lamuyo. Figura 4. Pimiento tipo California.
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El pimiento es un cultivo diana tanto de hongos, bacterias, nematodos y virus. En las tablas 2, 3, 4

y 5 se mencionan diferentes enfermedades producidas por los distintos organismos bioldgicos

gue atacan al pimiento y los efectos que tienen estos sobre la planta.

Tabla 2. Enfermedades fungosas y efectos en la planta.

Cercospora capsici Heald & F.A. Wolf

Mancha de las hojas

Colletotrichum capsici, E.J. Butler & Bisby

Antracnosis

Phytophthora capsici, Leonian

Quemazoén o Anublo

Fusarium, Link

Pudricidon y marchitamiento

Pythium spp y Rhizoctonia Solani, Pringsheim

Mal del talluelo (Damping Off)

Leveillula taurica, G. Arnaud

Mildeo polvoso

Stemphylium solani, Weber

Mancha foliar grisacea

Tabla 3. Enfermedades bacterianas y efectos en la planta.

Bacteria

Efectos

Erwinia caratovor, Winslow et al.

Pudricién blanda del fruto

Pseudomonas solanacearum, Smith

Marchitamiento bacteriano

Tabla 4. Nematodos parasitarios y efectos en la planta.

Nematodos

Efectos

Helicotylenchus,Steiner

Parasitacion

Aphelenchus, Bastian

Parasitacion

Meloidogyne ssp.

Parasitacion y formacion de agallas

Tabla 5. Enfermedades viricas y efectos en la planta.

Virus

Efectos

Virus del mosaico del tabaco (TMV)

Pérdida efectos fenotipicos caracteristicos

Virus moteado venal del pimiento (PVMV)

Pérdida parcial de pigmentacion

Potyvirus (ej: CMV)

Pérdida parcial de pigmentacion

En cuanto a los estreses de tipo abidtico existen multitud de ellos afectando a casi la totalidad

de los cultivos. Existen ciertas especies que han desarrollado mecanismos contra estos tipos de

estrés sin embargo la familia de las solandceas es bastante susceptible a estos fendmenos de tipo

abidtico que provocan alteraciones del metabolismo celular de la planta. Los estreses abidticos

mas comunes que se pueden observar en cultivares del género Capsicum son el exceso o la falta

de luz, la presencia de temperaturas extremas, la falta o exceso de agua, la presencia de iones

e 2 s . .
metélicos como Al”, Pb*? 0 no metalicos como Na* en los suelos y la presencia de contaminantes

atmosféricos (03 NO, N,O, CO). Estos factores afectardn en mayor o menor medida dependiendo

de las condiciones climaticas del lugar donde se encuentre el cultivar.
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1.4.2. Los nematodos: programas de mejora

Dentro de los estreses de tipo bidtico los nematodos del género Meloidogyne causan grandes
pérdidas en pimiento y en otros cultivos (tomate, pepino y calabacin). Estos producen los
llamados “rosarios” o “agallas” en las raices, induciendo a una distorsion de los tejidos y por
consiguiente interfiriendo en la absorcién de agua y nutrientes (Souza-Sobrinho et al., 2002).
Dentro de este género las especies mds importantes en horticolas son M. hapla, M. arenaria y M.
javanica, y principalmente M. incognita, que es la especie que ataca con mayor severidad. Estos
nematodos son endoparasitos sedentarios de naturaleza polifaga y cuentan con una amplia gama
de hospedantes alternos de climas calidos, donde se desarrollan sobre todo en suelos arenosos
(Oka et al., 2004). Los sintomas no suelen atribuirse con facilidad a esta enfermedad, y en muchas
ocasiones se pueden confundir con deficiencias nutricionales de la planta o con manejos
agrondmicos inapropiados (fertilizacién, salinidad, etc.). Estos sintomas se manifiestan por un
retraso en el crecimiento inicial, clorosis ascendente, menor vigor, menor cuajado y tamafio de los
frutos y senescencia precoz. Ademas muchos de los problemas se agravan por el sinergismo
existente entre nematodos y otros microorganismos patogenos (Nuez et al., 2003).

Los problemas debidos a estos patdgenos han aumentado desde la retirada del bromuro de
metilo como desinfectante de suelos, lo que ha incrementado el interés por la busqueda de
germoplasma resistente.

En pimiento se han descrito varios genes de resistencia dominantes (genes R) que estan bien
caracterizados por su espectro de resistencia a RKNs (Root-knot nematodes), los genes Me y los
genes N (Hare, 1956; Hendy et al., 1985 a, b; Djian Caporalino et al., 1999; Thies y Fery, 2002).
Djian Caporalino et al. (1999, 2001, 2007) lograron identificar varios genes dominantes
independientes (genes Me) que confieren resistencia a nematodos en lineas puras de cultivares
genéticamente distantes: PM217 derivada de Pl 201234 (cultivar de India), PM687 derivada de
PI1322719 (América Central) y PM702 derivada de Criollo de Morelos 334 (Méjico). En concreto,
encontraron tres genes de resistencia: Mel (en PM217), Me3 (en PM687) y Me7 (en PM702), que
controlan la resistencia dominante y termoestable a M. arenaria, M. incognita y M. javanica.
Actualmente, se piensa que Me3 y Me7 podrian ser alelos simples del mismo gen (Djian-
Caporalino et al., 2011).

Ademas estos autores, descubrieron dos loci: Mechl (en PM702) y Mech2 (en PM217) que
controlaban la resistencia a M. chitwoodi y el gen Me4 (en PM687) que confiere resistencia a M.
arenaria Ain Taoujdate.

Los genes Me se mapearon usando marcadores AFLPs y el analisis en grupos segregantes
(Bulked Segregant Approach, BSA). Todos ellos se encuentran agrupados en una regidn que
comprende 28 cM en el cromosoma 9 colineal con otros loci de resistencia a nematodos en
Solanaceae (Djian Carporalino et al., 2007). A partir de los marcadores AFLP ligados a los genes
Me se desarrollaron marcadores especificos, los cuales se describen mas adelante.

En cuanto al gen de resistencia N se encontrd en primer lugar en ‘Mississipi Nameheart’ (C.
annuum), este confiere resistencia a M. arenaria, M. incognita, y M. javanica (Hare, 1957). Fery et
al. (1998) introdujo el gen N en ‘Yolo Wonder B’ (C. annuum) y en ‘Keystone resistant giant’ (C.
annuum) desarrollando dos lineas puras resistentes: ‘Carolina Wonder’ y ‘Charleston Bell’. Wang
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et al. (2009) describieron un marcador ligado al gen de resistencia N (N_SCAR) que ha sido
utilizado junto con los marcadores descritos para los genes Me para genotipar distintos cultivares
de pimiento con tolerancia a nematodos (Gisbert et al., 2013). Fazari et al. (2012) desarrollaron
nuevos marcadores basados en PCR y demostraron que el gen N estd localizado con los genes Me
en el cromosoma P9, en concreto a 7cM de Mel y a 2 cM de Me3 (Figura 5) el cual se confirmé
que era alélico a Me7.
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Figura 5. Modelo de un mapa integrado del extremo distal del cromosoma P9 de pimiento
obtenido utilizando marcadores de mapeo comun a los genes N y Me utilizando el software
CARTHAGENE (Fazari et al., 2012).

Mientras que los genes N presentan dependencia de la temperatura (Ammati et al., 1986;
Thies y Fery, 1998), los genes Me3 y Mel son estables a altas temperaturas. Sin embargo, estos
dos tipos de genes difieren en el modo de actuacidén, mientras que el primero actia produciendo
reaccion hipersensible de manera temprana en la epidermis el segundo lo hace de forma tardia
en el cértex (Bleve-Zacheo et al., 1998; Pegard et al., 2005).

Ademas de los genes Me y N, existen fendmenos externos que modifican el grado de
resistencia, como la temperatura del suelo, la variabilidad intrinseca en las poblaciones del suelo y
los niveles de sinergismo que presentan los nematodos con otro grupo de microorganismos
patdgenos del suelo (Thies y Fery, 1998; Costa et al., 2007).
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Las variedades comerciales de pimiento actuales son sensibles a nematodos (Costa et al.,
2007). Los programas de mejora relacionados con la resistencia a nematodos en pimiento estan
relacionados con la identificacién de germoplasma portador de genes de resistencia y la
introgresiéon de estos caracteres desde las fuentes de resistencia a cultivares sensibles. Los
cultivares resistentes deben de ser un elemento clave para el control de los patdgenos, ya que el
uso de plaguicidas puede dar a lugar a la aparicion de poblaciones de patdgenos virulentos
capaces de superar la resistencia. Djian-Caporalino et al seleccionaron los genes Mel y Me3 como
genes independientes con diferentes modos de accidn frente a la virulencia, mediante la técnica
‘gene pyramiding’ consiguieron reducir hasta en un 90% la tasa de infestacion del suelo, ademas
se demostré que también puede aumentar la durabilidad del efecto de los genes de resistencia
(Djian Caporalino et al., 2014).

Con el fin de introgresar un caracter de interés se puede realizar cruzamientos entre especies
distintas para la transferencia de genes existentes en una especie en el fondo genético de la
especie deficitaria. El éxito de los cruzamientos va a depender de la compatibilidad sexual entre
las especies a cruzar. Existen una serie de incompatibilidades como pueden ser barreras
precigdticas, (si se dan antes de la fecundacidn), o postcigéticas, (si se dan con posterioridad a la
formacién del zigoto) que limitan la utilizacién de algunos materiales. En el caso de barreras
postcigdticas la utilizacién de técnicas como el rescate de embriones en sus primeras fases del
desarrollo (globular o corazén) utilizando técnicas de cultivo in vitro puede posibilitar la obtencion
de plantas hibridas. Otra técnica de cultivo in vitro de gran interés en los programas de mejora es
el cultivo de anteras que consiste en cultivar anteras inmaduras en un medio de induccion donde
las micrdsporas competentes originaran callos, que serdn transferidos a un medio apropiado para
la regeneracion de plantas. Con esta metodologia se obtienen individuos haploides, que no tienen
valor agrondmico por si mismos, son fundamentales para obtener lineas puras de plantas en una
sola generacion. Estas lineas, con genes en homocigosis son de gran utilidad para derivar
posteriormente hibridos. Esta técnica puede aplicarse solo en aquellos genotipos que responden
favorablemente a este tipo de cultivo.

Ademds de estas metodologias la utilizacién de marcadores moleculares es de gran ayuda en
todos los programas de mejora. Como ya hemos citado en el caso de los nematodos se han
descrito en pimiento diferentes tipos de marcadores que permiten detectar la presencia o
ausencia de ciertos genes ligados a estos, en un principio AFLPs que fueron convertidos en
marcadores especificos tipo SCAR, CAPS o SSCPs (Djian-Caporalino et al., 2007, 2011, 2014). De la
misma manera, los marcadores microsatélite pueden ser de ayuda para la deteccion del material
haploide o doblehaploide de interés.

En el punto siguiente se describen todos estos marcadores moleculares.

1.5. MARCADORES MOLECULARES

Podemos definir los marcadores moleculares como biomoléculas que se pueden relacionar con un
rasgo genético, entre estas encontramos proteinas como antigenos e isoenzimas y ADN ya sean
genes conocidos o fragmentos de secuencia y/o funciéon desconocida. Cuando se asocian varios
marcadores moleculares con un rasgo genético, se dice que forman un QTL (loci de rasgos
cuantitativos o cuantificables). Existen marcadores monomarficos los cuales son invariables en todos



Introduccion

los organismos estudiados y marcadores polimdrficos cuando presentan diferencias en el peso
molecular, actividad enzimatica, estructura, o sitios de restriccidon. A veces el grado de variaciéon es
tal que se denominan hipervariables.

A finales de los afos 70 se empezaron a desarrollar los primeros marcadores moleculares basados
en la identificacidn de proteinas e isoenzimas por electroforesis en geles de almidén o poliacrilamida.
Esto permitié tener un mayor conocimiento de la estructura y heterogeneidad genética entre las
diferentes especies (Lyrene, 2008). Pero esta técnica tenia una limitacion muy importante ya que no
era capaz de detectar suficiente polimorfismo entre variedades o especies proximas debido a que las
proteinas son el resultado de la expresidn génica, que puede ser distinta de unos tejidos a otros, de
una etapa de desarrollo a otra, de un medio ambiente a otro, y de una época del afio a otra.

Soller y Beckmann demostraron en 1983 la importancia del empleo de marcadores moleculares
como una herramienta adicional en la descripcidn varietal, debido a que el control genético de
caracteres morfoldgicos es mayoritariamente poligénico y su expresiéon depende de factores
medioambientales. Se ha demostrado también que los marcadores moleculares son Utiles para
entender la mejora genética de los cultivos agricolas. Los marcadores moleculares difieren de los
morfoldgicos en diversos aspectos, en primer lugar, los marcadores moleculares suelen aparecer en
mayor numero; en segundo lugar, pueden distinguirse sin necesidad de que la planta complete su
desarrollo; y en tercer lugar, su expresidon no se ve alterada por el medio ambiente (Geleta et al.,
2004).

Los avances de la tecnologia del ADN recombinante han permitido el desarrollo de los marcadores
moleculares basados en ADN, consiguiendo una cierta estabilidad en la identificacidon de especies y
variedades.

A medida que avanzan los estudios existe un mayor nimero de técnicas descritas las cuales se
pueden clasificar en tres categorias: RFLP, MAAP y STS.

RFLP (Restriction fragment length polymorphism; Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de
restriccion).

Técnica desarrollada a finales de los 70 basada en la deteccién de fragmentos de ADN de distinto
peso molecular (por digestién con la misma enzima de restriccion) en diferentes organismos. En esta
técnica son mas faciles de analizar los fragmentos pequenos derivados de la digestion del genoma de
las mitocondrias o cloroplastos, puesto que delecciones, sustituciones o mutaciones pueden alterar
significativamente el patréon de bandas identificable por electroforesis en geles de agarosa, donde
migran de acuerdo a su peso molecular. En cambio, para moléculas de DNA de mayor tamafio, como
el DNA cromosdémico, el patréon de bandas es tan complejo que es necesario utilizar sondas
especificas para visualizar sdélo ciertos fragmentos mediante la técnica de Southern Blot. Las sondas
de DNA para esta técnica suelen corresponder a genes previamente conocidos, aunque a veces se
usan DNA preparados a partir de amplificaciones inespecificas. Aunque los RFLP evaltan sélo un tipo
de polimorfismo en cada ensayo, el resultado es muy preciso. Los primeros mapas gendmicos
basados en la distribucidn fisica de los genes en vez de la frecuencia de entrecruzamiento se hicieron
utilizando esta técnica. Cuando se emplea la PCR en lugar de sondas radiactivas para visualizar los
polimorfismos, se le denomina PCR-RFLP (PubMed, 2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrflp/).
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SNP (Single-nucleotide polymorphism; Polimorfismo de nucledtido simple).

Los polimorfismos de nucleétido simple (SNP) son un tipo de polimorfismo que produce una
variacién en un solo par de bases. Sin embargo, algunos autores consideran que cambios de unos
pocos nucledtidos, como también pequefias inserciones y delecciones pueden ser considerados
como SNP, dicho cambio debe darse al menos en un 1% de la poblacidn para ser considerada como
SNP. La ventaja de este tipo de marcador es que existe una media de un SNP cada 200 pb, se puede
entonces mapear muy estrechamente dénde se encuentra determinada mutacién (Gibson y Muse,
2004).

MAAP (Multiple arbitrary amplification profiles; Multiples perfiles arbitrarios de amplificacion).

Término genérico acufiado en 1994 por Caetano-Anolles con el que se designan las técnicas que
emplean oligonucleétidos arbitrarios. Entre estas técnicas cabe destacar:

e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA; DNA polimdrfico amplificado al azar): Es una de
las técnicas mas versatiles desde que se desarrollé en el afio 1990. Es muy comoda, rapida,
requiere poco ADN que ademds no necesita estar muy purificado, no presupone
conocimientos previos sobre la secuencia, y se puede distinguir rapida y simultdaneamente
muchos organismos (Williams et al., 1990). Algunos de los inconvenientes son que los
fragmentos amplificados no suelen corresponder a ADN ligado a algun cardcter, sino
redundante y que no da informacidn del nimero de copias que tiene la secuencia
amplificada, es decir es un marcador dominante. Esta tecnologia se ha utilizado para la
catalogacion de frutos, seleccion de variedades, y diferenciacion de lineas clénales.

e AFLP (Amplified fragment length polymorphism; Polimorfismo de la longitud de los
fragmentos amplificados): Técnica desarrollada en 1995 que combina el uso de enzimas de
restriccion y oligonucleétidos para PCR, pudiendo obtenerse marcadores moleculares muy
especificos sin necesidad de conocer la secuencia con anterioridad. El ADN se corta con dos
enzimas de restriccion uno de corte muy frecuente y otra de corte poco frecuente, a los
fragmentos obtenidos se les ligan oligonucledtidos de extremos compatibles con las enzimas
usadas y se amplifica por PCR. Dependiendo de la complementariedad de oligonucleétidos
con el sitio de restriccidon se puede disminuir o aumentar el nimero de bandas amplificadas.
La principal ventaja es que es capaz de generar muchos marcadores moleculares en una sola
reaccion, por esto el resultado debe resolverse en un gel de poliacrilamida de alta resolucion
(Vos et al., 1995). Los marcadores AFLP fueron utilizados por diferentes autores (Djian-
Carporalino et al., 2007; Fazari et al., 2012) para buscar marcadores ligados a los genes de
resistencia a nematodos que fueron transformados en marcadores especificos de PCR tipo
SCAR y CAPS que comentamos mas adelante.

e STS (Sequence-Tagged Sites; Sitios etiquetados por la secuencia): Desarrollada a partir de
1989, aprovecha secuencias conocidas Unicas dentro del genoma para amplificarlas por PCR.
Permite detectar de manera rapida el polimorfismo cuando lo que se amplifica son intrones
en lugar de exones. La principal ventaja es la velocidad con la que se pueden realizar los
analisis. (Olson et al., 1989). Se combina por tanto la rapidez del RAPD con la especificad de
la RFLP. Por la manera en que se determinan los oligonucleétidos y por la forma de analizar
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los polimorfismos, esta técnica ha derivado en otras que enumeramos a continuacién, dentro
de las cuales desarrollamos las utilizadas en el presente trabajo:

oSSR o microsatellite (Simple Sequence Repeat; Repeticion de secuencias discretas):
Descrita en 1989, los microsatélites son marcadores basados en PCR que han sido
desarrollados en muchas especies, entre las que se incluyen la mayoria de los
cultivos como maiz, sorgo, trigo y cebada, asi como cultivos horticolas. Los
marcadores microsatélites tienen la ventaja de ser multialélicos, altamente
polimérficos y codominantes, ademads han sido desarrollados y utilizados para el
mapeo génico de solandceas horticolas entre las que se incluyen el tomate, la patata
y la berenjena. Desafortunadamente, los marcadores microsatélites desarrollados en
otras especies de solanaceas no pueden ser utilizados en la mejora de especies del
género Capsicum, a pesar de que existe una estrecha relacién poligénica entre las
especies.

Desde 2006 se dispone de un mapa de ligamiento con marcadores microsatélites en
pimiento, para ello han utilizado cruces interespecificos entre C. annuum y C.
chinense. Dicho mapa contiene 46 marcadores SSR, que muestran un nivel
relativamente alto de polimorfismo en los cruces interespecificos, que son los mas
utilizados dentro de los programas de mejora en pimiento (Minamiyama et al.,
2006). Sin embargo, el nivel de polimorfismo puede descender en dentro de C
annuum. Actualmente se dispone del genoma completo del pimiento lo que facilita
la localizacién de los diferentes marcadores (Kim et al., 2014).

= Cola M13: El genotipado con marcadores microsatélites marcados
fluorescentemente resulta una técnica muy costosa econdmicamente
hablando, para reducir este coste Oetting et al. (1995) propusieron una
estrategia de PCR, con cebadores de “cola”, los cuales emplean un cebador
directo, un cebador reverso y un tercer cebador universal marcado con
fluorescencia M13. En esta técnica de tres cebadores, la deteccidn se basa en
la adicién de una secuencia que no tiene homologia con el genoma objetivo,
al extremo 5’ del cebador directo del SSR (Missiaggia et al., 2006; Arruda et
al.,, 2010). Este cebador “cola” provee una secuencia complementaria al
cebador universal fluorescente, generando un producto que puede ser
detectado en un secuenciador automatico de ADN (Missiagia et al., 2006).

o SCAR (Sequenced Characterized Amplified Region; Regiones amplificadas
caracterizadas y secuenciadas): Descrita en 1993 por Paran and Michelmore. Esta
técnica aprovecha bandas diferenciales encontradas con marcadores inespecificos
como RAPDs o AFLPs. Estos fragmentos se clonan y secuencian para elaborar
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oligonucledtidos especificos, lo que nos permite amplificar Unicamente ese
fragmento.

En un principio se descubrieron tres marcadores tipo SCAR relacionados con la
presencia de los genes Me en C. annuum. Djian-Carporalino et al. en 2007 desarrollé
los marcadores SCAR_B94 y SCAR_CD a partir de los marcadores HM6 y PM54 de
tipo AFLP ligados a los genes de resistencia Me3-Me4 y Mel-Mech2;, Me7-Mechl
respectivamente. Mas tarde Fazari et al. en 2012 concluyé que el marcador
SCAR_B94 estaba relacionado con la presencia del gen Mel y no con el Me3 y Me4
que se creia anteriormente. Asi mediante una PCR con el marcador SCAR_B94 se
puede determinar la presencia o ausencia de los genes Mel en un genotipo, o
utilizar SCAR_CD para los genes Mel-Mech2;, Me7-Mechl. Se describid
posteriormente el marcador N_SCAR basado en la secuencia de un fragmento del
marcador AFLP ‘E39M41 339’, que se encuentra ligado al gen de resistencia a
nematodos N (Wang et al., 2009). En la actualidad Me3 y Me7 se cree que son alelos
del mismo gen, el gen N estd localizado en la misma region del cromosoma 9 por lo
gue el marcador N_SCAR estd siendo utilizado para detectar la presencia del gen
Me3/Me7. Ademas, se han desarrollado nuevos marcadores SCAR en esta misma
region (Figura 5).

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences; Secuencia polimdrfica amplificada
y cortada): Descrita en 1993. Los fragmentos amplificados se someten a una
restriccion enzimatica y se migra en un gel de agarosa. Las variaciones se detectan
por presencia o ausencia de sitios de restriccion. Se pueden asi localizar cambios
finos en una zona especifica (Konieczny et al.,, 1993). Es otro de los tipos de
marcadores utilizados en el trabajo.

Un marcador tipo CAPS (CAPS_F4R4) fue desarrollado por Djian-Caporalino et al. en
2007 a partir del marcador HM58 de tipo AFLP el cual se encontraba ligado a los
genes de resistencia a nematodos Me7-Mechl.

SSCP (Single-strand conformation polymorphism; Polimorfismo de conformaciones
monocatenarias): Esta técnica se basa en el analisis del polimorfismo a través de las
diferencias conformacionales de fragmentos de DNA monocatenario. Es
especialmente Gtil cuando las reacciones de PCR producen bandas de DNA de gran
tamanfio o bien bandas de tamafio muy préoximo.

Djian-Caporalino et al. en 2007 también desarrollo dos marcadores de este tipo
SSCP_B54 y SSCP_B322 basados en los marcadores AFLPs, HM4 y PM6 los cuales
demostré que estaban ligados a la presencia de los genes Me3-Me4,; Me7-Mech1 de
resistencia a nematodos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo propuesto en el presente Trabajo Final de Carrera es la utilizacion de marcadores
moleculares como herramienta para caracterizar materiales de importancia en distintos programas
de mejora relacionados con la resistencia a nematodos. Se plantean para ello los siguientes
subobjetivos:

(1) Determinar la presencia de genes de resistencia a nematodos en germoplasma de C. annuum
gue incluye cultivares de pimiento dulce y picante y entradas de Capsicum frutescens.

(2) Determinar el caracter hibrido de plantas resultantes de cruces interespecificos C. annuum x C.
frutescens que han necesitado del rescate de embriones in vitro para su obtencion.

(3) Comprobar el caracter haploide o doble-haploide de plantas de pimiento obtenidas por cultivo
de anteras.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado (Tabla 6) incluye: hibridos interespecificos (C. annuum x C. frutescens)
obtenidos por rescate de embriones, los cultivares C. annuum y C. frutescens utilizados como
parentales en los cruces anteriores y plantas regeneradas a partir de cultivo de anteras de los
cultivares de pimiento 27, 28, 34 y 931. Todos estos materiales se han obtenido en el laboratorio que
dirige la Dr. Carmina Gisbert en el COMAV (Centro de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad
Valenciana). Estos materiales mostraron resistencia a nematodos en suelos naturalmente infestados
con estos patdgenos.

Todas estas plantas se han mantenido in vitro en medio de cultivo MP (4.4 g/l sales minerales
Murashige & Skoog con vitaminas, 2% Sacarosa, 100 mg de PVP, 3.5 g de Agar, 1 g de carbdn activoy
0.1 mg/l de IBA (ac. indolbutirico)) en condiciones estandar de incubacion (25 2C + 2 2C; 70% HR;
fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad) con la transferencia a medio fresco cada dos meses.

Tabla 6. Cultivares utilizados para la realizacion de los experimentos.

Especie Genotipos
C. annuum 27 (Parental / cv.)
C. annuum 28 (Parental / cv.)
C. annuum 34 (Parentale / cv.)
C. annuum 931 (Parental / cv.)
C. frutescens F82 (Parental / cv.)
C. frutescens F94 (Parental / cv.)
C. frutescens F97 (Parental / cv.)
C. annuum P5 (Cultivo de antera cv.27)
C. annuum P3(Cultivo de antera cv.27)
C. annuum ( P28 Cultivo de antera cv.28)
C. annuum 34-47-1(Cultivo de antera cv.34)
C. annuum 34-1 (Cultivo de antera cv.34)
C. annuum AP61 (Cultivo de antera cv.931)
C. annuum x C. frutescens 34XF82 (Rescate de embriones)
C. annuum x C. frutescens 27XF94 (Rescate de embriones)
C. annuum x C. frutescens 28XF94 (Rescate de embriones)
C. annuum x C. frutescens 931XF94 (Rescate de embriones)
C. annuum x C. frutescens 27XF97 (Rescate de embriones)
C. annuum x C. frutescens 27XF82 (Rescate de embriones)

3.2. EXTRACCIONES DE ADN

Se han realizado las extracciones de ADN utilizando hojas de plantas en alveolos y cultivadas en un
fitotrén y hojas de plantas cultivadas en condiciones in vitro de los genotipos que se muestran en la
tabla 6. El protocolo que se siguié para la obtencién del material genémico fue el método CTAB
modificado (Doyle, 1987)(ANEXO 1), resuspendiendo el DNA en agua ultrapura. La cuantificacion del
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ADN se realizd con un espectophotometro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilminton,
DE) y la calidad del ADN se evalud por las relaciones de absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm .

Una vez cuantificadas las muestras se preparé una dilucion de cada muestra a una concentracién
de 50 ng/ul para su posterior amplificacion.

3.3. DETECCION DE MARCADORES LIGADOS A LOS GENES DE
RESISTENCIA

Las muestras 27-3, 27-4, 28-3, 28-4, 34-2, 34-3, 931 de C. annuum y F82, F94, F97 de C. frutescens se
analizaron para buscar la posible presencia de los genes de resistencia a nematodos Me y N
utilizando los marcadores estrechamente ligados SCAR_B94, N_SCAR y CAPS_F4R4 mostrado en la
tabla 7.

En el caso de los marcadores SCAR tras la PCR se comprobaron las amplificaciones de todas las
muestras en geles de agarosa al 1%. Posteriormente se comprobaron los tamafios de las bandas
amplificadas en geles de poliacrilamida al 8% tefiidos con BrEt. En el caso del marcador CAPS tras la
amplificacion y posterior digestion se comprobé el tamaio de los fragmentos digeridos en un gel de
agarosa al 1,5% tefiido con BrEt.

Tabla 7. Marcadores especificos de PCR desarrollados a partir de AFLPs ligados a los genes de
resistencia a nematodos Me (Fazari et al., 2012).

Marcador AFLP Genes Me Tamaiio de banda Dominancia/
PCR Correspondiente ligados (Posible presencia) Codominancia
SCAR_B94 HM6 Mel 1240 pb Codominancia
CAPS_F4R4 HM58 Me7-Mech1 1430 pb Codominancia
N_SCAR E39/M41 Me3, Me7, N +331 pb Codominancia

3.3.1. Condiciones de la amplificacion de marcadores tipo SCAR

Se amplificd en cada caso 50 ng de DNA gendmico en 15 pl totales, utilizando los reactivos
mostrados en la tabla 8 y los cebadores en la tabla 9.

Tabla 8. Composicion de la reaccidon de PCR por cada 15 pl utilizando marcadores tipo SCAR.

Reactivos Cantidad
Tampon 10X 1.5 ul
MgClI2 (50mM) 0.6 ul
dNTPs (10mM) 0.3 ul
Cebador directo (SCAR_CD, SCAR_B94 y N_SCAR) (10 uM) 0.6 ul
Cebador reverso (SCAR_CD, SCAR_B94 y N_SCAR) (10 uM) 0.6 ul
Taq Polimerasa Roche (1Ul/ul) 0.5 ul
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Tabla 9. Secuencia de los cebadores correspondientes a los marcadores tipo SCAR.
Marcador PCR-especifico (SCAR) Cebadores
Directo: 5’-GCTTATCATGGCTAGTAGGG-3’
Reverso: 5'-CGGACCATACTGGGACGATC-3’
Directo: 5'-AATTCAGAAAAAGACTTGGAAGG-3’
Reverso: 5'-TAAAGGGATTCATTTTATGCATAC-3’

SCAR_B94

N_SCAR

La amplificacion se realizé con el termociclador Mastercycler® (Eppendorf), con las condiciones
iniciales de 5 min a 952C para desnaturalizar el ADN. A continuacidn, se realizaron 40 ciclos, de 1
min a 952C, 1 min a 552C (para favorecer el anillado de los oligonucledtidos) y 2 min a 729C
(extension). Por ultimo, una etapa final de extension, de una duracién de 15 min a 722C (Figura 6).

95°C 95°C

72°C 72°C

5 min 1 min
2 min 15 min

55°C

1 min

4°C

Figura 6. Esquema de las condiciones de PCR empleadas para la amplificaciéon de los marcadores
tipo SCAR.

3.3.2. Condiciones de la amplificacion de marcadores tipo CAPS

Se amplificd en cada caso 100 ng de DNA gendmico en 25 pl totales, utilizando los reactivos
mostrados en la tabla 10 y los cebadores de la tabla 11.

Tabla 10. Composicion de la reaccidon de PCR por cada 25 pul utilizando marcadores tipo CAPS.

Reactivos Cantidad
Tampon 10X 2.5 ul
MgCl2 (50Mm) 0.5 ul
dNTPs (10Mm) 1 ul
Cebador directo (CAPS_F4R4) (10 uM) 1 ul
Cebador reverso (CAPS_F4R4) (10 uM) 1 ul
Taq Polimerasa Roche (5 Ul/pl) 0.2 pl

Tabla 11. Secuencia de los cebadores correspondientes a los marcadores tipo CAPS.

Marcador PCR-especifico (CAPS) Cebadores

Directo: 5'-AGAACAATAGAATCTCTCTTG-3’

CAPS_F4R4

Reverso: 5’-CTTCAGGAACCCCTCAGC-3’

La amplificacidn se realizé con el termociclador Mastercycler® (Eppendorf), con las condiciones
iniciales de 5 min a 952C para desnaturalizar el ADN. A continuacidn, se realizaron 40 ciclos, de 1
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min a 959C (desnaturalizacién), 1 min a 552C (anillado) y 2 min a 722C (extensién). Por ultimo una
etapa final de extensién, de una duracién de 15 min a 729C (Figura 7).

95°C 95°C

72°C 72°C

5 min 1 min
2 min 15 min

58°C

1 min

4°C

Figura 7. Esquema de las condiciones de PCR empleadas para la amplificacion de los
marcadores tipo CAPS.

3.3.2.1. Digestion de la PCR F4_R4

La digestién se realizé en 20 pl finales por muestra, afiadiendo para cada muestra 2 ul de
Tampdn 10x de Roche, 0,2 pl de la enzima Msel (10 Ul/ul) y 7 pl de la dilucién producto de la
PCR. Se incubaron las muestras a 37 2 C unas 3 horas.

3.3.3. Condiciones de la amplificacion de marcadores tipo SSR

Se escogieron 8 marcadores de tipo microsatélite de la bibliografia existente pertenecientes a
diferentes grupos de ligamiento (Minamiyama et al., 2006; Lee et al., 2004)(Tabla 12).

Tabla 12. Microsatélites utilizados en la caracterizacion de los diferentes individuos estudiados.

MICROSATELITE CEBADORES (Directo/Reverso) LIGGA|I1VIUI:|(\|)TO E-;?’II\EAI:AND% FLUOROFORO
owssr | (GRS || o | e
s ou | TSN |1 s | e
s s | SEICOMCTETCNON |5 | s | ver enng
ws o | ACTCCEOCHN] || o | o
CAMS 644 CAGCCCATTC_iGCAAA(g_Cr?éggTAGCéAA/ 4 206 pb FAM™ (AZUL)
CAMS 806 TGTCCCACCCAAAAGATAG:TCT/:_AF(C;ggﬁgAGTAG/ 10 227 pb VIC® (VERDE)
s | BEAMMONMENE |, | g | oo
s | LomemEnoNaTd |y | |
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A los cebadores directos utilizados se les afiadié una cola M13 5'-CACGACGTTGTAAAACGAC-3'
para poder marcar los fragmentos amplificados con los diferentes fluoréforos. De esta manera,
para cada reaccidon de PCR se emplearon los cebadores directo con la cola M13, reverso y el
cebador M13 marcado, de manera que pudieran ser detectados en un secuenciador capilar.

Las condiciones de PCR para los marcadores tipo microsatélites se muestran en la tabla 13:

Tabla 13. Composicion de la reaccion de PCR por cada 15 pl de volumen total para los
marcadores tipo SSR.

Reactivos Cantidad
Tampdn 10X 1.5 ul
MgCI2 (50mM) 0.15 ul
dNTPs (10mM) 0.3 ul
Cebador directo (SSR) (10 uM) 0.06 ul
Cebador reverso (SSR) (10 uM) 0.3 ul
Cola M13 (10 uM) 0.2ul
Taq Polimerasa Roche (5 Ul/pl) 0.07 ul

Una vez preparadas las muestras se incubaron en el termociclador con un programa TD (Touch
Down) de 30 ciclos con una temperatura de hibridacién inicial de 652C, bajando 12C por ciclo
durante 10 ciclos, seguido de 20 ciclos a una temperatura de 552C (Figura 8).

Figura 8. Esquema de las condiciones de PCR empleadas para la amplificacion de los marcadores tipo
SSR.

Se seleccionaron los marcadores SSR por parejas en funcidn de su tamafio de manera que
durante la separacion de los productos amplificados no se obtengan resultados confusos debido
al solapamiento de bandas marcadas con el mismo fluoréforo.

3.3.3.1. Separacion de los productos amplificados

Se utiliz6 un secuenciador automatico ABI/PRISM 3100 de PE Biosystems. Su sistema de
lectura es capaz de detectar cinco fluoréforos diferentes en una dnica reaccidon. Esto nos
permitid resolver el producto de la amplificacion de ocho cebadores marcados con los
fluoréforos que emitian en cuatro longitudes de onda diferentes y cuyos rangos de tamafio
eran suficientemente diferentes (citados en el punto anterior). El quinto fluoréforo fue el
empleado en el patron de pesos moleculares (LIZ de color naranja).
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Las muestras se prepararon en 12 ul de formamida, afiadiendo 0,5 ul de cada una de las
seis reacciones diluidas y 0,25 pl de marcador de peso molecular GeneScan-500HD.

Los fragmentos amplificados se visualizaron en forma de picos, cada uno correspondiente a
un fragmento de ADN amplificado, mediante el programa de andlisis GeneScan (v.3.1.2)
(Figura 9).

[+EY 2000 3000 4000 5000
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00|
400

a0 |

(PRI D Y Y 'R

[EEEL i 4] |

3
DiyefSample | Minutes | Size | Peak Height | Peal Area ‘ Data Paint | -
Paak =

=

Figura 9. Patron de picos obtenido en el secuenciador. Se observa el resultado de la
amplificacion de ocho loci microsatélites diferentes de una Unica muestra. En naranja
aparece el patron de pesos moleculares.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE GENES DE RESISTENCIA
A NEMATODOS EN GERMOPLASMA DE PIMIENTO

Se han utilizado los marcadores N_SCAR, SCAR_B94 y CAPS_F4R4 para determinar la presencia de los
genes de resistencia N, Mel, Mechl, Me7, Mechl, Me3 y Me en los genotipos 27, 28, 34 y 931
correspondientes a la especie C. annuum y en los genotipos F.82, F.94 y F.97 correspondientes a la
especie C. frutescens. Los marcadores SCAR_B94, CAPS_F4R4 fueron descritos por Djian-Caporalino
et al. (2007), y estan basados en la amplificacién por PCR a partir de marcadores AFLP que estaban
ligados a los genes Me mostrados en la tabla 7. Por otra parte, Wang et al. (2009) desarrollaron el
marcador N_SCAR usando cebadores de marcadores AFLP asociados al gen N de resistencia a
nematodos. Estos marcadores se utilizaron en nuestro grupo para evaluar la presencia de estos
genes en distintas accesiones de pimiento (C. annuum) y de chile (C. frutescens) (Gisbert et al., 2013).
Era interesante conocer si los cultivares de pimiento (24, 28 y 34) que presentan buena adaptacién a
climas secos son portadores de algunos de estos genes ya que habian mostrado buena aptitud en el
cultivo en suelos infestados con nematodos. También se pretendia determinar si el cv. 931 y las
accesiones de C. frutescens, que también mostraron tolerancia a nematodos en un ensayo de campo,
eran portadores de algln gen de resistencia a estos patégenos.

4.1.1. MARCADOR N_SCAR

En 1957 ya se describié que el gen N conferia resistencia a M. incognita, M. arenaria y M. javanaica
en el cultivar ‘Mississippi Nemaheart’ (Hare, 1957). La descripcidon de un marcador para este gen
(Wang et al., 2009) nos ha facilitado la deteccién de este gen en los genotipos analizados.

Mediante PCR con los cebadores N_SCAR descritos en Wang et al. (2009) se logré la amplificacién
de un fragmento de 350 pb aprox. que se visualizé en una electroforesis con gel de acrilamida (Figura
10 ) en todos los genotipos analizados (931, 27, 28, 34, F82, F94, F97). Este tamano se corresponderia
con la presencia del alelo N resistente ademads de la posible presencia de los genes Me3 y Me7 (Wang
et al., 2009; Fazari et al., 2012).
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350 pb

Figura 10. Separacion de los productos amplificados N_SCAR mediante electroforesis en gel de
acrilamida.

El resultado obtenido se comprobd posteriormente mediante la separacion de los productos
amplificados con el secuenciador automatico ABI/PRISM 3100. Por lo que podemos presumir que
estos genotipos son portadores de este gen de resistencia.

4.1.2. MARCADOR SCAR_B94

En el caso del marcador SCAR_B94 se obtuvo un patrén de bandas de dudosa interpretacién por lo
gue se separaron los productos de PCR en un secuenciador capilar con el fin de determinar la
presencia/ausencia del gen. Los resultados que se muestran en la figura 11 indican la posible
presencia del gen Mel en los genotipos de C. frutescens (+ 236 pb) y la ausencia (+ 269 pb) en C.
frutescens. La diferencia de los tamafios obtenidos con respecto a los descritos en el trabajo de Dijan-
Caporalino et al. (2007) en los que se indica una amplificacidon de 260 para la ausencia y de 240 para
la posible presencia seria debido a la adicién de la cola M13 en los oligonucledtidos utilizados para la
amplificacion.
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260 pb
236pb —»

Figura 11. Separacion de los productos amplificados SCAR_B94 mediante electroforesis en gel de
acrilamida. El resultado obtenido se comprobé posteriormente mediante la separacion de los
productos amplificados con el secuenciador automatico ABI/PRISM 3100.

4.1.3. MARCADOR CAPS_F4 R4

Por ultimo se analizd el marcador CAPS_F4R4, el cual se encuentra ligado a los genes Me7-Mech1.

Se consiguié amplificacidn en todos los genotipos y tras la digestion se corrieron las muestras en un
gel de agarosa al 1.5%, (figura 12). En el gel se pudo observar varias bandas, detectando la presencia
de una banda de algo mas de 400 pb en las entradas de C. frutescens lo que se corresponde con el
tamanfio observado en las plantas resistentes descritas anteriormente en Gisbert et al. (2013) en los
fenotipos Frul, Fru2 y Fru3. Este tamafio esta relacionado con la presencia de los genes Me7-Mech1
(Djian- Caporalino et al., 2007). En las plantas de C. annuum se observé una banda de mayor tamaiio,
proximo a 500 pb que no se corresponderia con la resistencia.
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480 pb 430 pb

Figura 12. Resultado de la digestion de los productos amplificados en la PCR CAPS_F4R4 con
genotipos de la especie C. annuum (27, 28 y 34) y C. frutescens (94 y 97) en gel de agarosa al 1,5%.

Estos resultados indican la presencia de los genes Me7-Mechl en los genotipos de C. frutescens
que conferia resistencia a M. arenaria, M. incognita y M. javanica (que seria conferida por el gen
Me7) y resistencia a M. chitwoodi (que les vendria conferida por el gen Mech1).

4.2. UTILIZACION DE MARCADORES MOLECULARES PARA
DETERMINAR EL CARACTER HIBRIDO DE PLANTAS RESULTANTES DE
CRUCES C. annuum X C. frutescens

Para poder determinar el cardcter hibrido de las plantas obtenidas tras el rescate de embriones se
tiene que seleccionar marcadores polimérficos para los parentales en estudio. Para ello se ha
utilizado el marcador CAPS_F4R4 y 8 marcadores SSR que estaban descritos en la bibliografia
(Minamiyama et al., 2006; Lee et al., 2004). Para ello se comprobd si los marcadores eran
heterocigotos en los parentales. Se seleccionaron microsatélites pertenecientes a distintos grupos
ligamiento con el fin de abarcar la mayor parte del genoma. Tras la separacién de los productos
amplificados con el secuenciador automatico ABI/PRISM 3100 de PE Biosystems, se obtuvieron los
resultados reflejados en la siguiente tabla (Tabla 14).
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Tabla 14. Resultados en pb tras la separacion de productos amplificados en los parentales
utilizando SSR (‘+’: tamaiio de amplificaciéon no determinado, ‘no’: no amplificacion).

warcapor | mnaon [F270 127:2 [N98NI281 34.1 | 342 | 931 | F82 [ F94 | F97
CAMS 336 | VIC® no 181 no no 181/192 | 178/181 no 171 171 171
CAMS 806 | VIC® + + + + + + no no no no
CAMS 194 | FAM™ | 265/267 | 265/267 | 265 265 265 265 278 no no no
CAMS 644 | FAM™ 226 | 226/233 | 226/233 | 226 233 226/233 | 224 208 208 208
CAMS 117 | NED™ | 238/243 | 238/243 | 243/249 | 250 243 238/243 no 214 214 214
HPSM1-5 | NED™ no 338 338 no no 338 340 no no no
CAMS 398 | PET® | 187/189 | 187 191 191 | 189/191 | 189/191 | 187 |186/191| 191 | 186/191
CAMS 885 | PET® 240 240 | 234/236 | 234 240 240 262 156 186 170

No se obtuvo amplificacion en algunas de las muestras (indicado en la tabla X como ‘no’).
Tampoco se pudo determinar el tamafo en algunas de las muestras (‘+'), en este caso si que hubo
amplificacion pero no se pudo diferenciar el tamafio de las bandas en el electroferograma del
secuenciador capilar. Los picos obtenidos en la secuenciacidn indicaron que los marcadores CAMS
806 y HPSM1-5 eran homocigotos mientras que CAMS 336, CAMS 194, CAMS 644, CAMS 117, CAMS
398 y CAMS 885 mostraban heterocigosis (alelos de diferente tamafio). Por lo tanto se utilizaron los
marcadores que resultaron ser heterocigotos en los parentales para determinar el caracter hibrido
de las plantas resultantes de los cruces C. annuum x C. frutescens, excepto CAMS 194 con el que se
tuvo dificultad para la amplificacidn. Se realizd el mismo proceso que en el caso de los parentales
pero esta vez se analizaron los hibridos resultantes del cruce (Tabla 15).

Tabla 15. Tamaiios de los fragmentos amplificados (en pb) utilizando marcadores SSRs
codominantes (‘N’: no amplificacién).

CAMS 27XF94 | 28XF94 | 28XF94 | 931XF94- 931XF94- 931XF94- | 27XF97 | 34XF82- | 34XF82- | 27XF82- | 27XF82
-10-1 -3-7 -3-6 11-1 11-2 11-X -9-1 14-1 15-2 12-2 -5-4
336 | 171/181 N N N N N 171/181 | 171/178 | 171/178 | 171/181 | 171/181
644 | 208/233 | 208/233 | 208/233 208/224 208/224 208/224 208/233 | 208/233 | 208/233 | 208/233 | 208/233
885 | 186/240 | 186/236 | 186/236 186/262 186/262 186/262 170/240 | 156/240 N 156/240 | 156/240
117 N 214/249 | 214/249 N N N N 214/238 | 214/238 | 214/247 N
398 N N N N N N N N N 186/189 | 186/189

Los resultados que se muestran en la tabla 15 indican el cardcter hibrido de los individuos
procedentes de los diferentes cruces C. annuum x C. frutescens que requirieron rescate de embriones
para su desarrollo. Asi por ejemplo, dos plantas hibridas resultantes del cruce de C. annuum 27 x C.
frutescens F82 (12-2; 5-4) muestran los alelos correspondientes a cada parental (Tabla 15) para los
cinco marcadores utilizados. En el resto de plantas también se ha comprobado el cardcter hibrido
puesto que ha observado heterocigosis para los marcadores que han amplificado (de 2 a 4
dependiendo del genotipo). En algunos casos no se consiguié la amplificacion o no dio resultados
concluyentes marcados como ‘N’ en la tabla.

Ademas, utilizando el marcador CAPS F4_R4 se ha podido confirmar el caracter hibrido en las
plantas regeneradas de los cruces anteriormente estudiados mostrados en la tabla 14. Una muestra
de estos resultados se puede observar en la figura 13.
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Figura 13. Resultado de la digestion de los productos amplificados en la PCR CAPS_F4R4 con
genotipos hibridos resultantes del cruce C. annuum x C. frutescens a excepcion del genotipo F82 en
gel de agarosa al 1,5%.

En el gel que se muestra en la (figura 13) puede comprobarse que los fragmentos
correspondientes a los parentales utilizados en los cruces C. annuum y C. frutescens difieren en el
tamafio/patron de bandas. El patron de bandas difiere claramente entre los parentales (Figura 12).
Asi los genotipos de C. annuum han amplificado una banda de + 750 pb y una de + 480 pb que esta
ausente en los genotipos de C. frutescens. En la figura 13 que muestra el patrén de bandas de las
plantas hibridas puede verse que todas ellas contienen las bandas resultantes de la combinacién de
los patrones obtenidos en los parentales.

Tras confirmar el caracter hibrido de estas plantas se valorara su posible utilizacion como
portainjertos. Ademas podrian utilizarse como parentales en otros programas de mejora.

4.3. CARACTERIZACION MOLECULAR DE PLANTAS DE PIMIENTO
OBTENIDAS POR CULTIVO DE ANTERAS

Con el fin de determinar el caracter haploide o doblehaploide de plantas de pimiento obtenidas in
vitro a partir de cultivo de anteras de cuatro genotipos de C. annuum (27, 28, 34 y 931), se han
utilizado los mismos ocho marcadores SSR. En la tabla 16 se muestran los tamafios obtenidos tras la
amplificacion que resultaron homocigotos o heterocigotos (en negrita) en los parentales. Los
resultados obtenidos con los marcadores heterocigotos indican que las plantas regeneradas de los
genotipos 27, 28 y 34 son haploides o dobles haploides, ya que se amplifica una Unica banda. En el
caso del genotipo 931 es necesario ensayar otros marcadores puesto que los utilizados no han
resultado heterocigotos.
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El cardcter haploide de las plantas de los genotipos 27, 28 y 34 se ha comprobado también
mediante citometria de flujo (datos no incluidos en este proyecto).

Tabla 16. Resultados en pb tras la separacidon de productos amplificados utilizando SSR de los
individuos C. annuum y de los respectivos obtenidos por cultivo de anteras.

Parental Antera
SSRs 34 34-47 | 34-1-1

336 192 178 181 no 178 |181/192| 192 192 no 192
806 + d + + d + d d no +

194 265/267 | 265 265 265 265 265 265 265 278 278
644 226/233| 233 233 |226/233| 233 233 no 233 224 224
117 238/243 | 238 238 |243/249| 249 243 243 243 no 243

HPSM1-5| 338 338 338 338 338 no no 340 338 338
398 189 189 189 191 189 [189/191| 191 191 187 187
885 240 240 240 |234/262| 262 240 240 240 262 262

Los resultados indican la capacidad del cultivo de anteras en C. annuum para la obtencién de
individuos haploides o doble haploides a partir de parentales heterocigotos para ciertos marcadores,
estas poblaciones presentan mayor variacion genética aditiva y ausencia de varianza genética debida
a la dominancia, si se comparan con poblaciones segregantes. De esta manera se eliminan las
complejidades del estado heterocigoto y se facilita el analisis genético asi se podran distinguirse de
forma inmediata las mutaciones recesivas haciendo que el proceso de seleccién sobre una poblaciéon
de haploides resulte mas eficiente. Las plantas que resultaron ser haploides son muy utiles para
derivar lineas puras y utilizarlas en programas de mejora para la obtenciéon de hibridos.
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5. CONCLUSIONES

1.

La utilizacién de distintos marcadores moleculares basados en la PCR ligados a distintos
genes de resistencia a nematodos ha sido de gran utilidad para determinar la presencia de
genes de resistencia en los distintos genotipos analizados:

1.1 Como resultado de la utilizacidon del marcador N_SCAR, se ha confirmado la presencia del
gen N en todos los genotipos utilizados, en concreto en los cultivares 24, 27, 28 y 931 de
C. annuum y en los genotipos F82, F94 y F97 de C. frutescens.

1.2 La posible presencia de los genes Mel en los genotipos de C. frutescens y su ausencia en
C. annuum es el resultado obtenido con la utilizacién del marcador SCAR_B94.

1.3 La presencia del gen Me7 (alelo del gen Me3) en los genotipos de C. frutescens y su
ausencia en los genotipos de C. annuum es la interpretacién de los resultados obtenidos
con el marcador CAPS F4_R4.

Por lo tanto, se dispone de materiales que portan genes de resistencia y que son adecuados
para utilizar o incorporar en distintos programas de mejora.

Utilizando marcadores microsatélites y el marcador CAPS F4_R4 se ha confirmado el caracter
hibrido de todas las plantas regeneradas a partir de embriones cultivados in vitro de 6 cruces
interespecificos C. annuum y C. frutescens. Estos hibridos podrian ser utiles como
portainjertos o utilizarse en programas de mejora para introgresar genes de resistencia en
otros cultivares de pimiento. Por otra parte, se confirma la utilidad del protocolo que se
desarrolld en el laboratorio para el rescate de estos materiales.

Por ultimo, la utilizacién de marcadores tipo microsatélite nos ha permitido determinar el
caracter haploide o doble-haploide en plantas regeneradas a partir de cultivo de anteras en
tres de los genotipos de C. annuum utilizados en este proyecto. Estas plantas son muy utiles
para derivar lineas puras y utilizarlas en programas de mejora para la obtencién de hibridos.
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