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RESUMEN
El potencial genético del germoplasma de aji (Capsicum) estd subutilizado y merece mas
investigacion. La seleccion cuidadosa de marcadores moleculares es un paso esencial para
estimular la comparacion mundial de germoplasma de Capsicum y para promover su uso y
conservacion adecuados. Durante este trabajo se evalud un conjunto de 21 microsatélites, que
fueron disefados para Capsicum, empleando un grupo diverso de 42 genotipos de aji que
representaron 12 especies de este género. Se detectaron 208 alelos en los 21 loci evaluados. El
nivel de polimorfismo entre los 42 genotipos se evalué calculando el contenido de
informacion polimorfica (PIC) para cada loci. Los valores del PIC estuvieron entre 0.546
(Ng20) y 0.906 (Ngl8), con un promedio por marcador de 0.788. En general, se observaron
mas alelos raros en los microsatélites que detectaron un mayor numero de alelos por locus. La
evaluacion de las relaciones genéticas entre los genotipos a partir de una matriz de datos
binarios, a través de un andlisis de conglomerados, permitio la agrupacion de los genotipos en
grupos que se diferenciaron por su grado de similitud genética y que correspondieron a las
diferentes especies taxonomicas. Los andlisis permitieron concluir que los 21 microsatélites
podrian usarse como una herramienta estdndar para la evaluacion mundial de la diversidad real
del germoplasma de Capsicum que se conserva tanto en colecciones ex situ como in situ. Esta
es la primera vez que los marcadores microsatélite son usados para evaluar simultaneamente la

diversidad genética de 12 especies del género Capsicum.

Palabras clave: Microsatélites, diversidad genética, germoplasma, distancia genética



INTRODUCCION
Los frutos del género Capsicum son valorados en el mundo entero como especia y hortaliza.
Por ejemplo, durante 2005 en los Estados Unidos los ajies campana y pimienta, los cuales solo
representan una porcion de los frutos producidos por las especies de este género, tuvieron en el
mercado en fresco un valor superior a los 600 millones de ddlares. Esta cifra convirtio al aji en
la cuarta hortaliza mas comercializada de este pais, después del tomate, la lechuga y la cebolla

(The National Agricultural Library, <http://www.nal.usda.gov> consulta: Marzo de 2007).

Una de las caracteristicas mas sobresaliente del fruto del aji es su sabor picante. Esta
condicion es conferida por una familia de compuestos alcaloides denominados capsicinoides,
la cual es distintiva del género Capsicum (Bosland, 1999). La necesidad de ajies con niveles
diferentes de picante va en aumento debido a la creciente demanda del mercado por productos
que contengan capsicinoides. Actualmente se requieren ajies muy picantes para la preparacion
de las oleoresinas utilizadas en sustancias de defensa (p.e., para controlar motines) y como
repelente de animales (Mathur et al., 2000), también para usarlos como insecticida eficaz en la
agricultura organica. Igualmente, el mercado demanda ajies que presenten resistencia a
patdgenos y variantes en caracteristicas de color, forma y tamafio. Sin embargo, un
prerrequisito para producir variedades nuevas y mejorar los cultivares existentes es poseer un

conocimiento amplio del germoplasma existente.

Especies del género Capsicum
El género Capsicum es nativo de América del Sur y América Central (Walsh & Hoot, 2001) e
incluye cinco especies domesticadas y unas 25 especies silvestres (IBPGR, 1983). Las cinco

especies cultivadas son: Capsicum annuum L., Capsicum baccatum L., Capsicum chinense
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Jacq., Capsicum frutescens L. y Capsicum pubescens R. & P. Se han identificado dos centros
de domesticacion del género: uno en América del Sur para C. pubescens, C. baccatum, C.
chinense 'y C. frutescens, y el otro en México para C. annuum (Eshbaugh, 1993). La mayoria
de los ajies explotados comercialmente en el mundo pertenecen a la especie C. annuum. El
interés por las otras especies esta limitado a los mercados locales de las regiones donde son

producidas (Eshbaugh, 1993).

A pesar de su importancia mundial, la clasificacion taxondémica de Capsicum permanece
confusa dentro de especies o entre ellas, a lo cual contribuye la utilizacion de vocablos
diferentes (Eshbaugh, 1993). La delimitacién dentro de dos complejos de especies del género
aun no es clara: (i) el complejo C. annuum, formado por C. annuum, C. frutescens y C.
chinense,y (ii) el complejo C. eximium, compuesto por C. eximium 'y C. cardenasii (Walsh &
Hoot, 2001). Adicionalmente, los investigadores usan los términos chile o aji como nombres
en lengua vernacula, conduciendo a imprecisiones sobre la clasificacion e identificacion de las
especies de Capsicum. Asimismo, los términos aji, chili, chile y Capsicum usualmente son

intercambiados para diferentes especies del género (Andrews, 1996).

Las especies silvestres de Capsicum no han sido muy estudiadas. Estas especies a menudo
presentan una distribucion geografica restringida a zonas consideradas ecologicamente
amenazadas; sin embargo, su germoplasma es de interés para los mejoradores porque contiene
genes potencialmente utiles para la resistencia a enfermedades y la tolerancia al estrés abiotico
(Bosland & Gonzalez, 2000). Segtun el IBPGR (1983), el germoplasma andino de Capsicum es
una fuente imprescindible de resistencia a las enfermedades que afectan a los ajies cultivados

y un surtidor importante para aumentar el picante y variar el color del fruto. Por lo tanto,

3



puede considerarse que el potencial del germoplasma silvestre de Capsicum, que representa

una fuente de diversidad genética importante, estd subutilizado y merece mas investigacion.

Conservacion ex situ del germoplasma de Capsicum

Una coleccion ex situ debe mantener el maximo nimero de alelos y ser tan pequefia como sea
posible para favorecer su conservacion eficaz. Sin embargo, el germoplasma es conservado a
menudo sin la evaluacion de su variabilidad genética, lo cual ha conducido a la formacion de
colecciones grandes que contienen duplicados de muchas entradas (Hayward & Sackville

Hamilton, 1997).

Actualmente existen algunas colecciones grandes de germoplasma de Capsicum, entre las que
se destacan las mantenidas por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA,
por su sigla en inglés; aprox. 3000 entradas) y el Centro Asiatico de Investigacion y Desarrollo
de Hortalizas (AVRDC, por su sigla en inglés; aprox. 7000 entradas). Ademas, universidades
y otras instituciones de 21 paises de América Latina y el Caribe tienen bancos que conservan
colecciones mas pequefias de germoplasma de Capsicum (Knudsen, 2000). No obstante, solo
algunas de estas colecciones han sido parcialmente caracterizadas mediante caracteres
morfologicos. Ademas, ciertas especies de Capsicum no estan representadas en las colecciones
y tal vez nunca serdn incluidas, debido a que el desarrollo agricola y el crecimiento

poblacional estan reduciendo sus habitat naturales (Bosland & Gonzélez, 2000).

Las caracteristicas morfoldgicas se han usado tradicionalmente para clasificar las especies; sin
embargo, éstas no siempre son suficientes para la clasificacion adecuada de una entrada
especifica en una coleccion ex sifu. Por otro lado, este tipo de caracterizacion requiere gran
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cantidad de recursos; p.e., espacio y tiempo (las plantas deben crecer hasta la etapa de
floracion o fructificacion), asi como de habilidad para determinar la forma del polen (IBPGR,

1983).

Alternativamente, los marcadores moleculares se han convertido en herramientas importantes
para hacer seleccion en labores de mejoramiento, en la identificacion de genotipos y en
estudios de evolucion y organizacion de los genomas vegetales (Dettori et al., 2001). El
analisis de la estructura genética puede revelar que un banco de germoplasma contiene
entradas duplicadas o proporcionar informaciéon util para tomar decisiones acerca del
mantenimiento de las entradas morfologicamente similares (Hayward & Sackville Hamilton,

1997).

Entre las herramientas moleculares, los marcadores microsatélite o repeticiones de secuencia
simple (SSR) se han convertido en un marcador de ADN usado exitosamente en numerosos
estudios; p.e., en la genotipificacion de individuos y proteccion de variedades de olivo
(Cipriani et al., 2002), en evaluacion de redundancia genética en una coleccion ex situ de
sorgo (Dean et al., 1999), en estudios de genética de poblaciones en mangle (Rosero-Galindo
et al., 2002), en analisis de la diversidad genética en variedades comerciales de arroz (Siwach
et al., 2004), en estudios filogenéticos de maiz (Matsuoka et al., 2002) y en flujo de genes en
arroz (Song et al., 2003), por mencionar algunos. Esta técnica molecular es ideal en el disefio
de estrategias para la conservacion de recursos genéticos y formacion de colecciones nucleo

(de Vicente, 2002).



Durante este trabajo se evalué un conjunto de microsatélites, que fueron disefiados para
Capsicum (Nagy et al., 1998; Lee et al., 2004), empleando un grupo diverso de genotipos de
aji. El objetivo de este trabajo fue seleccionar un subgrupo de estos marcadores como
herramienta de caracterizacion molecular para hacer posible la comparacion de colecciones de

germoplasma de Capsicum por grupos de investigacion en cualquier parte del mundo.



1. MATERIALES Y METODOS
1.1 Material vegetal
Este estudio incluyo6 42 genotipos que representan 12 especies del género Capsicum (Tabla 1).
El germoplasma fue obtenido de variedades comercialmente disponibles y de la Red de
Informacion sobre Recursos de Germoplasma (GRIN, por su sigla en inglés) del USDA. Al
menos tres semillas por accesion fueron puestas a germinar en invernadero bajo condiciones
estandar (16 horas de luz y ocho horas de oscuridad con fertilizacion semanal) entre seis y

ocho semanas, aproximadamente.

1.2 Extraccion de ADN

Se colectaron hojas jovenes y frescas para hacer la extraccion de ADN siguiendo el protocolo
de Doyle & Doyle (1987). El tejido foliar de todos los individuos pertenecientes a un mismo
genotipo se mezcld para extraer el ADN. La calidad del ADN extraido se evalu6 mediante
electroforesis en geles al 1% de agarosa usando tampén TBE 0.5X (Tris borato EDTA) y
tincion con bromuro de etidio. El gel fue expuesto a luz ultravioleta y fotografiado. Cada ADN

fue diluido a una concentracion final de 2.0 ng/uL y almacenado a —20°C hasta su uso.

1.3 Microsatélites (Repeticiones de secuencia simple o SSR)

Inicialmente se evaluaron 54 pares de cebadores de microsatélites. El nimero de fragmentos
amplificados, el polimorfismo y la resolucion de las bandas fueron los criterios empleados
para elegir los 21 microsatélites que luego se utilizaron para evaluar la diversidad molecular

de los 42 genotipos incluidos en el estudio (Tabla 2).



Los 15 SSR designados en la Tabla 2 como Ng fueron reportados por Nagy et al. (1998) y sus
reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen total de 15.0 puLL que contenia 5.0 ng
de ADN, 0.5 uM de cada cebador, 0.125 mM de cada ANTP, 1.5 pL de tampoén 10X (0.1 M
Tris pH 8.3, 0.5 M KCl, 7.5 mM MgCl,, 0.1% gelatina) y una unidad de 7aq polimerasa. Los
seis SSR de la Tabla 2 que estan nombrados como Bd fueron reportados por Lee et al. (2004)
y su amplificacion se hizo en un volumen final de 10.0 pL con 6.0 ng de ADN, 0.3 uM de
cada cebador, 0.1 mM de cada dNTP, 1.0 uL de tampon 10X (0.1 M Tris pH 8.3, 0.5 M KCl,

7.5 mM MgCl,, 0.1% gelatina) y una unidad de 7ag polimerasa.

Todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador programable PTC-225 (MJ
Research Inc., Waltham, MA, USA) utilizando las condiciones mostradas en la Tabla 2.
Algunas amplificaciones se realizaron haciendo ciclos en cascada para disminuir la
amplificacion de productos no especificos (Don et al., 1991). Las reacciones de amplificacion
con ciclos en cascada empezaban en una temperatura de hibridacion alta que iba
disminuyendo en 1°C por cada ciclo hasta llegar a las respectivas temperaturas de hibridacion

de los cebadores (Tabla 2).

La electroforesis de los productos amplificados se realizd en geles desnaturalizantes con
poliacrilamida al 4% con 7 M de urea y tampon TBE 0.5X. A cada producto de la
amplificacion se le adicion6 6.0 uL de tampon [95% (v/v) formamida, 20 mM EDTA pH 8.0,
0.05% (p/v) azul de bromofenol y xilen cianol FF], y luego se cargaron 5.0 uL de esta mezcla

en los pozos del gel.



Las muestras se dejaron migrar (2000V, 75W, 50mA) e inmediatamente después se tifieron
con nitrato de plata. El tiempo de electroforesis para cada marcador se muestra en la Tabla 2.
Después de la tincion con plata se observaron grupos discretos de dos a cinco bandas (lo que
se suele llamar “tartamudeo”) en la mayoria de los marcadores. El “tartamudeo” se refiere a
productos de la PCR que difieren en tamafio de la banda (alelo) principal haciendo que cada

alelo (banda) observado en el gel parezca ser mas de una banda (Litt et al., 1993).

Veintisiete muestras se afiadieron en cada gel como control para evaluar la reproducibilidad de
los patrones y comparar bandas entre geles. También se escogieron al azar 15 genotipos que se

amplificaron separadamente y se corrieron varias veces en geles diferentes.

Para cada microsatélite se determind el tamafio (medido en nimero de nucledtidos) de la
banda amplificada mas intensamente, con base en su migracion relativa a la de los marcadores
de peso molecular (escaleras de ADN de 50 pb y 10 pb, Roche Diagnostics Corporation,

Indianapolis, IN, USA).

1.4 Analisis de datos
Las bandas se registraron manualmente en estado presente (1) o ausente (0) y se generd una
matriz de datos binarios. El contenido de informacioén polimoérfica (PIC), el cual representa la

probabilidad de diferenciar dos genotipos con un SSR, se calculd como
PIC =1- Z pl - 22 p;q;; donde p; y g;son las frecuencias relativas de los alelos i-ésimo y

j-€simo en un marcador dado, y n es el nimero total de alelos detectados por el marcador.



A partir de la matriz binaria se efectud un andlisis de similitud genética usando el coeficiente
de Dice (Dice, 1945) [2a/(2a + b + ¢)] para hacer todos los pares de comparaciones de
genotipos; donde a es el nimero de bandas presentes simultaneamente en los dos genotipos, b
es el numero de bandas con presencia exclusiva en un genotipo, ¢ es el numero de bandas con
presencia exclusiva del otro genotipo, y el factor dos permite diferenciar genotipos con niveles
bajos de similitud. La ventaja que ofrece este coeficiente para el analisis de los datos es que
cuenta el porcentaje de bandas compartidas entre dos genotipos, dandole mas importancia a
aquellas bandas presentes en ambos, y excluye las bandas ausentes en ambos genotipos, ya
que éstas no necesariamente contribuyen a la similitud. Posteriormente se formaron grupos de
individuos por su distancia minima promedio con respecto al grupo empleando el método de la
uniéon media (UPGMA) (Sneath & Sokal, 1973). El resultado de este analisis de
conglomerados se representd en forma de dendrograma, utilizando la opcion SAHN Clustering

del paquete NTSYS-pc 2.02i para taxonomia numérica (Rohlf, 1998).

El anterior andlisis de agrupacion se complemento6 realizando un analisis de correspondencia
multiple (ACM) a partir de la matriz binaria. EI ACM utiliza el patron de bandas de cada
genotipo para representar en un espacio métrico tridimensional las relaciones entre los
individuos. La grafica resultante muestra la ubicacion de los individuos en el espacio,
permitiendo apreciar su dispersion y la estructura poblacional de la muestra estudiada. Los
calculos se realizaron con el procedimiento Corresp. Anal. del paquete NTSYS-pc 2.02i para

taxonomia numérica (Rohlf, 1998).
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2. RESULTADOS
2.1 Polimorfismo detectado por los microsatélites
Se detectaron 208 alelos en los 21 loci evaluados. El promedio del nimero de alelos por locus
fue 9.9, con un rango desde cinco (Ng20; Bd70) hasta 16 alelos (Ng17). La Tabla 3 presenta la
descripcion cualitativa de los 21 microsatélites segin el nimero de alelos detectados. Los
alelos de menor peso molecular (aprox. 82 pb) y de mayor peso molecular (aprox. 800 pb)

fueron detectados por los microsatélites Bd22 y Ng15, respectivamente.

Los alelos que fueron observados solamente en uno o dos de los 42 genotipos evaluados
(<5%) se consideraron alelos raros. Se registraron 102 alelos raros en 20 loci (Tabla 3). La
cantidad de alelos por locus y el numero de alelos raros mostraron una correlacion lineal
positiva significativa (r = 0.90; P < 0.0001). Los microsatélites Ng6 (78%) y Ng7 (73%)

detectaron el mayor porcentaje de alelos raros.

La ausencia de amplificacion para una combinacion particular genotipo-marcador indico la
presencia de genotipos con alelos nulos en el locus en cuestion. Los alelos nulos son alelos
que no son amplificados durante la PCR debido, tal vez, a polimorfismo en los sitios de
hibridacion de uno o ambos cebadores (Dakin & Avis, 2004). Los ensayos que detectaron
alelos nulos se repitieron un minimo de dos veces para asegurar que la ausencia de

amplificacion no se debia a un error experimental.

Trece de los 21 loci presentaron entre dos (5%) y 10 genotipos (24%) con alelos nulos (Tabla
3). Los dos genotipos de C. rhomboideum mostraron alelos nulos en estos 13 loci; ademas,
estos genotipos fueron los Uinicos que exhibieron alelos nulos en siete (54%) de los 13 loci. A
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pesar de la conocida prevalencia de los alelos nulos, su dindmica evolutiva y modelo de
variacion en las poblaciones no han sido examinados analiticamente; por lo tanto, actualmente
se desconoce cudl es su verdadero impacto sobre la estimacion de la diferenciacion

poblacional.

Cualquier combinacion genotipo-marcador que produjera dos grupos de bandas sugeria que el
genotipo presentaba heterogeneidad (mezcla de alelos o alelos multiples). EI 62% de los loci
evaluados detectaron genotipos con alelos multiples. En promedio, para cada locus 1.6
genotipos presentaron alelos multiples (Tabla 3). Los loci Ng4 (6), Ng7 (6) y Ngl2 (5)

presentaron la mayor cantidad de genotipos con alelos multiples.

En promedio, en un locus determinado el alelo comin fue compartido por el 31% de los
genotipos evaluados (Tabla 3). La Tabla 3 muestra que hubo una variacién considerable en la
frecuencia del alelo mas comun. El niimero de alelos por locus y la frecuencia del alelo mas

comun en el locus estuvieron negativamente correlacionados (r = -0.66, P = 0.0011).

El nivel de polimorfismo entre los 42 genotipos se evalud calculando el contenido de
informacion polimérfica (PIC) para cada loci. Los valores del PIC estuvieron entre 0.546
(Ng20) y 0.906 (Ng18), con un promedio de 0.788 por marcador. Estos valores mostraron una
correlacion lineal positiva significativa con el numero de alelos (r = 0.77; P < 0.0001) y una
correlacion baja con el rango del tamafio de los alelos (r = 0.13; P = 0.5835), indicando que los
microsatélites que detectaron mas alelos fueron los mas informativos, sin importar las

diferencias de tamaiio entre los alelos que revelaron.
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2.2 Similitud genética entre los genotipos

Los 21 SSR usados en el estudio permitieron distinguir los 42 genotipos evaluados. Por otro
lado, el analisis de las relaciones genéticas entre todos los genotipos sugirié la existencia de
siete grupos principales que retinen a 33 de los genotipos evaluados (Figura 1). Al truncar el
dendrograma en el 50% de similitud, los conglomerados corresponden principalmente a: A) C.
annuum, B) C. chinense, C) C. chinense-C. frutescens, D) C. baccatum, E) C. chacoense, F)

C. pubescens 'y G) C. rhomboideum (Figura 1).

Asimismo, en este nivel de similitud se observa que tres genotipos (8ann, 10chixann y 28lut)
conformaron un conglomerado menor que queda incluido en el grupo A al 48% de similitud.
Ademas, se observan seis grupos unitarios conformados por los genotipos de la especies
cultivadas C. baccatum (56bac y 20bac)y C. frutescens (16fru), y de las especies silvestres C.

minutiflorum (23min), C. cardenasii (24car)y C. flexuosum (25fle).

Los dos genotipos de C. rhomboideum mostraron niveles de similitud cercanos a cero con el
resto de genotipos (grupo G). Esta especie presenta una combinacion de caracteristicas
morfoldgicas que contrasta con las otras especies del género Capsicum; sus flores son
amarillas, a diferencia de las otras especies cuyas flores son color blanco o purpura y su sabor

nunca es picante, debido a que carece de capsicina (D’Arcy & Eshbaugh, 1974).

El grupo A reunid nueve genotipos de C. annuum y uno de C. abbreviatum. El grupo B lo
conformaron cuatro genotipos de C. chinense. El grupo C contuvo tres genotipos de C.
chinense y tres de C. frutescens. El grupo D lo conformaron dos genotipos de C. baccatum,

uno de C. baccatum var. baccatum, tres de C. baccatum var. pendulum y un genotipo de C.
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frutescens. Los dos genotipos de C. chacoense conformaron el grupo E. El grupo F quedo

constituido por el par de genotipos de C. pubescens.

Analisis de correspondencia multiple (ACM) — El procedimiento de conglomerados aplicado
sobre las coordenadas obtenidas a través del ACM indico una estructura de grupos dentro de
los genotipos analizados. La segunda dimension permitio la separacion de los dos genotipos de
C. rhomboideum (grupo G) del resto de genotipos incluidos en el estudio. Las otras dos
dimensiones discriminaron los otros 40 genotipos en grupos, de acuerdo con su especie
taxondémica (Figura 2). Los grupos formados por el ACM concordaron con los grupos
obtenidos en el andlisis de conglomerados realizado usando el indice de similitud de Dice

(Dice, 1945) (Figura 1).

2.3 Marcadores para distinguir entre los genotipos de la misma especie

Debido a su polimorfismo, 15 SSR fueron tutiles para diferenciar los 10 genotipos de C.
annuum (Tabla 4). Ninguno de estos marcadores detectd alelos nulos en este grupo de
genotipos. El genotipo C. annuum var. chung yang mostr6 alelos multiples en los loci Ng4,
Ngl5, Bd22 y Bd70 (datos no mostrados). Los genotipos Jalapefio 3575, Jalapefio 1493 y
PapriQueen presentaron alelos multiples en los sistemas Ng4, Ng9 y Ngl5, respectivamente

(datos no mostrados).

Veinte microsatélites revelaron polimorfismo dentro de los genotipos de C. baccatum (Tabla
4). Los valores del PIC indicaron que los loci Ng7 y Ng34 fueron los mas informativos en los
genotipos de esta especie. El genotipo 51bacpen mostrd alelos nulos en el locus Ng5. Los loci
revelados por los microsatélites Ng34 (1/6bac y 60bac) y Bd41 (16bac, 37bacbac, 43bacpen,
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49bacpen, 51bacpen y 60bac) detectaron genotipos con alelos nulos (datos no mostrados). El
genotipo C. baccatum var. praetermesum mostro alelos multiples en los loci detectados por los
microsatélites Ngl2, Bd12 y Bd22. El microsatélite Ngl5 detectd alelos multiples en el

genotipo S6bac.

Los siete genotipos de C. chinense fueron polimorficos en 20 loci (Tabla 4). Solamente se
detectaron alelos nulos para el genotipo /4chi (locus Ng34). Los genotipos /2chi y 53chi
mostraron alelos multiples en el locus Ng4. Los valores del PIC indicaron que los loci

detectados por los microsatélites Ng7, Ng33 y Ng34 fueron los mas informativos.

Los genotipos de C. frutescens fueron polimorficos en los loci detectados por los 21
microsatélites evaluados (Tabla 4). Se observaron tres genotipos con alelos nulos en el locus
detectado por el microsatélite Ng34 (58fru, 59fru y 61fru) y otro genotipo en el locus Bd41
(59fru). El microsatélite Ng5 detectd un genotipo con alelos multiples (/5fru). Los valores del
PIC indicaron que el microsatélite Ng8 fue el mas informativo; este microsatélite detectd un
alelo distinto para cada genotipo evaluado. Los microsatélites Ngl17, Ngl18, Bd22 y Bd33

presentaron el mismo nivel informativo.
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3. DISCUSION

3.1 Polimorfismo molecular

Los microsatélites presentan algunas ventajas sobre otros tipos de marcadores moleculares,
tales como los RFLP, RAPD y AFLP. Una de estas ventajas es su multi-alelismo (de Vicente
& Fulton, 2003). Los 21 microsatélites usados en este trabajo permitieron observar un total de
208 alelos, con un nimero promedio de alelos por locus de 9.9. La correlacion lineal positiva
significativa (r = 0.77; P < 0.0001) del valor del PIC con el nimero de alelos por SSR indica
que los marcadores que detectaron mas alelos serian mejores para hacer genotipificacion y
analisis de diversidad. Esta correlacion significa que cualquiera de estos dos estimadores es
util para determinar el valor de un marcador en estudios de diversidad. El promedio del valor
del PIC de este trabajo fue similar al promedio reportado para trigo (0.71) y Brassica rapa

(0.71) (Prasad et al., 2000; Suwabe et al., 2002).

Los alelos raros son altamente informativos para la genotipificacion de variedades (Jain et al.,
2004). Ellos pueden ser indicadores de la presencia de variantes genéticas unicas o de
poblaciones diferenciadas. Por otro lado, la deriva genética conduce rdpidamente a la pérdida
de estos alelos. Sin embargo, esta susceptibilidad a suftrir los efectos de la deriva genética
convierte a los alelos raros en un instrumento util para la evaluacion de la erosion genética que
ocurre durante el manejo de las colecciones de germoplasma. Por lo tanto, varios de los
microsatélites evaluados en este estudio podrian ser ttiles en la identificacion eficaz de
variedades o especies del género Capsicum, debido a que detectaron alelos raros; ademas,
ayudarian en la toma de decisiones sobre la forma mas eficiente de propagar y mantener

colecciones ex situ de germoplasma de Capsicum.
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El nivel de polimorfismo de los 21 microsatélites, evaluado a través de los valores del PIC, fue
muy alto (valor promedio = 0.788; rango desde 0.546 a 0.906). Lo anterior significa que el
polimorfismo de estos marcadores microsatélite seria util para descubrir entradas duplicadas
en las colecciones ex situ de germoplasma de Capsicum y en la resolucion de disputas
relacionadas con la propiedad de semillas. Asimismo, los altos valores informativos y la
capacidad de distinguir los genotipos empleados en el estudio, como lo muestran el analisis de
conglomerados y el ACM, refuerzan la utilidad potencial que tendrian estos microsatélites

para ayudar a diferenciar especies o variedades del género Capsicum.

Mas del 60% de los microsatélites evaluados detectaron genotipos con alelos multiples (Tabla
3). Este polimorfismo podria ser: 1) el resultado de una heterocigosidad remanente en algunos
genotipos o ii) el producto de la heterogeneidad producida por la mezcla involuntaria de
semilla. La heterocigosidad residual podria ser el resultado de alogamia y seria una
caracteristica previsible en materiales que no hayan sido mejorados para obtener lineas puras.
Capsicum es considerado como un cultivo que se reproduce por autopolinizacion (Allard,
1971). Sin embargo, las tasas de alogamia que presenta sugieren que deberia ser considerado
una planta con fecundacion por polinizacion cruzada facultativa (Tanksley, 1984). En este
trabajo, la heterocigosidad no puede distinguirse claramente de la heterogeneidad, debido a
que el tejido vegetal de tres muestras se mezcld para extraer el ADN. Sin embargo, la
presencia de variantes alélicas tiene gran valor para encontrar marcadores propios de un

genotipo.

La mayoria de los genotipos evaluados en este estudio (genotipos 1 al 30) han sido
multiplicados por autopolinizacién en los invernaderos de Cornell University (grupo de
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trabajo de la Dra. Molly Jahn) durante varios afios para obtener semillas que se usan en los
programas de mejoramiento. Aunque no se pueden descartar los errores involuntarios durante
la manipulacion, lo anterior permitiria asumir una probabilidad baja de que hayan ocurrido
mezclas de semilla durante el manejo de estos genotipos; en consecuencia, los alelos multiples
detectados en algunos genotipos manejados en Cornell University (p.e., Jalapefio 3575,
Jalapefio 1493, PapriQueen y Praetermisum) sugieren que los microsatélites evaluados en este
trabajo serian utiles para descubrir nueva variabilidad o variantes alélicas que puedan usarse

como marcadores propios de un genotipo.

Los genotipos restantes fueron obtenidos del USDA (genotipos 31 al 42); sin embargo, se
desconoce de qué forma se han manipulado estos materiales durante su conservacion en esta
institucion. Esto significa que los genotipos con alelos multiples de este subconjunto
(p.e.;53chi, 54chi y 55chi) tal vez estan indicando que hubo mezcla involuntaria de semilla
durante el manejo del germoplasma o alglin error en la asignacion del nimero de introduccion
(PI) en el banco de germoplasma del cual se obtuvieron inicialmente los genotipos. Por lo
tanto, este estudio presenta varios marcadores que se podrian utilizar en los bancos de
germoplasma como una herramienta para detectar errores inconscientes que se cometen

durante el manejo del germoplasma.

3.2 Fomento del uso y conservacion de los recursos fitogenéticos

La conservacion de los recursos genéticos se justifica fomentando la utilizacion de las
colecciones ex situ; sin embargo, el cumplimiento de este objetivo se dificulta debido a que los
investigadores de los sectores privado y publico tienen necesidades diferentes. Ademas, los
procedimientos experimentales para encontrar marcadores polimoérficos pueden variar entre
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laboratorios y la comparacion de los datos puede ser problematica. Por lo tanto, la cooperacion
entre los bancos de germoplasma es indispensable para alcanzar la maxima eficiencia en el
manejo de los recursos genéticos. Tal cooperacion implica el intercambio de metodologias y
tecnologias para investigar, documentar, manejar y utilizar los recursos genéticos. Debido a
que la diversidad genética de las especies conservadas ex situ esta distribuida en los bancos de
germoplasma, la comparacion de diferentes colecciones es importante para determinar cuanta

diversidad de un cultivo esté siendo conservada y como esta distribuida entre distintos bancos.

Este trabajo presenta un grupo de marcadores microsatélites que son utiles en la evaluacion de
la diversidad genética del género Capsicum. Debido a su polimorfismo, estos microsatélites
pueden usarse para evaluar cambios en la estructura genética de las colecciones ex situ de
germplasma de Capsicum. Obtener informacion cuantitativa sobre las frecuencias alélicas
serviria como punto de partida para tomar decisiones adecuadas en la conservacion de
germoplasma de Capsicum con variantes alélicas de frecuencia baja, en la genotipificacion de
variedades, en la busqueda de fuentes de diversidad genética y para analizar la historia

reciente de una variedad comercial o del germoplasma propio de un area geogréafica.

Usar estos marcadores para adquirir conocimiento sobre las colecciones de Capsicum
permitira incrementar el uso del germoplasma ex situ empleado en el desarrollo de variedades
mejoradas que se adapten con éxito a diferentes condiciones ambientales y que presenten
tolerancia a las plagas y niveles superiores de productividad. Adicionalmente, el conocimiento
obtenido serviréd para establecer modelos y prioridades en los métodos de conservacion de los
recursos genéticos a través de la identificacion de vacios y de la evaluacion de la

representatividad de las colecciones ex situ.

19



Esta es la primera vez que los marcadores microsatélite son usados para evaluar
simultdneamente la diversidad genética de 12 especies del género Capsicum. Por lo tanto, el
presente trabajo es un punto de partida para la escogencia de marcadores microsatélite que
puedan usarse en la caracterizacion de germoplasma de Capsicum y en la seleccion asistida
por marcadores. Asimismo, este estudio puede ser tomado como la base de futuros trabajos
que incluyan mas especies y mas entradas por especie, con el fin de encontrar mas marcadores

que permitan tener un conocimiento amplio de la diversidad genética del género Capsicum.
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Tabla 1. Lista de los genotipos usados en este estudio. Las columnas presentan la especie botanica, la abreviatura usada en los analisis
de datos, el grupo resultante del analisis de conglomerados, el nombre del genotipo o el nimero de la entrada y el grado de picante.

Especie Abreviatura Grupo Genotipo/Entrada Picante
| C. annuum lann A Maor' Dulce
2 C. annuum 2ann A Jupiter’ Dulce
3 C. annuum 3ann A Jalapefio 3575" Dulce
4 C. annuum 4ann A Jalapefio 1493 Picante
5 C. annuum Sann A Jalapeiio M Picante
6 C. annuum 6ann A RNaky' Picante
7 C. annuum 7ann A PapriQueen’

8 C. annuum 8ann Thai hot Picante
9 C. annuum 9ann A Chung yan' Picante
10 chinense x annuum 10chixann Bahamian Superhot’ Picante
11 C. chinense 11chi B Habanero 117 Picante
12 C. chinense 12chi B Peach Savina'

13 C. chinense 13chi B NMCA30036 Dulce
14 C. chinense 14chi B PI1159234

15 C. frutescens 15fru C Tabasco' Picante
16 C. frutescens 16fru 2814-6-2 Picante
17 C. annuum 17ann A Cayenne' Picante
18 C. chacoense 18cha E P1439414

"Variedad comercial
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Continuacion de la Tabla 1.

Especie Abreviatura Grupo Genotipo/Entrada Picante
19 C. chacoense 19cha E PI555612
20 C. baccatum 20bac Praetermesum
21 C. pubescens 21pub E 80062 Picante (bajo)
22 C. pubescens 22pub E PI1158277 Dulce (picante muy bajo)
23 C. minutiflorum 23min E Silvestre Picante
24 C. cardenasii 24car E Silvestre
25 C. flexuosum 25flex E Silvestre Dulce
26 C. rhomboideum 26c¢il F Silvestre Dulce
27 C. rhomboideum 27cil F Silvestre Dulce
28 C. abbreviatum labb A P193475011B-03-3
29 C. baccatum 16bac D NMCA 20016A
30 C. luteum 28lut P1979750065A-03-1
31 C. baccatum var. baccatum 37bacbac D P1260567-3-26
32 C. baccatum var. pendulum 43bacpen D P1241679C-mm02-28
33 C. baccatum var. pendulum 49bacpen D P124167919-02-47
34 C. baccatum var. pendulum 51bacpen D P1337522B-mm-02-34
35 C. chinense 53chi C P1281421B-03-9
36 C. chinense 54chi C P1281421B-03-9-A
37 C. chinense 55chi C P1281421B-03-9-B
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Continuacion de la Tabla 1.

Especie Abreviatura Grupo Genotipo/Entrada Picante
38 C. baccatum S6bac P1439378 A-mm02-36
39 C. frutescens 58fru C P1441648A-0242
40 C. frutescens 59fru D PI441648A-0242-A
41 C. baccatum 60bac D PI1439381A-mm02-39
42 C. frutescens 61fru C P1446908A-03-17
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Tabla 2. Condiciones de amplificacion y electroforesis para los 21 SSR evaluados. TE: tiempo de electroforesis en minutos.

Cebador . TE

SSR Locus Repeticion PCR

Adelantado Retrasado (min)

Ng4 CA515275 (TC)4(CT)i3 ctetgeectectcaacce Aaaatatggtcggagatccg 55,35 40
Ng5 BM067271 (CTG)s gtatgctgcaaccatcgttg Attggtttgggagacacage 55,35 75
Ngb6 CA515649 (CAT)e tctccaatttccattcggag Taatcgcatttgcgaacttg 55,35 60
Ng7 CA525390 (CT)14(CA)9GA(CA)sGA(CA)s  ggaaactaaacacactttctctcte Actggacgccagtttgattc 55,35 50
Ng8 CA516044 atcttcttcteattteteectte Tgctcagcattaacgacgtc 55,35 45
Ng9 BMO061910 Tie attgtgatagcaacccctgg Cacagatgagggcacaaatg 55,35 70
Ngl0  CA516334 (CAA) acccaccttcatcaacaacc Atttgtggcttttcgaaacg 55,35 70
Ngl2  BM064867 (CAT)e tctgggaattttggaactge Tccagttttgatcatctccaac 55,29° 50
Ngl5  CA515055 (CAT),...(CAT)s taatcgagcggtagattcgg Taagtggaggtgcccttctg 55,35 90
Ngl7 GPMS 93 atccttggegtattttgcac Ttcactttgcacacaggctt 55,35 90
Ngl8  CA517699 (CA)is acgccaagaaaatcatctce Ccattgctgaagaaaatggg 55,29° 40
Ng20  BM061461 (GA)9 ctcattaccacttcatacaaaacag Tgcagtaggtgttgctacgg 55, 35 60
Ng33 CA516439 gacagtctttcaagaactagagagag  Tggagcaaacacagcagaac 55,35 50
Ng34  GPMS 117 gatgttaggtccgtgcttcg Aagccccatggaagttatcc 55,29° 45
Ng35  GPMS 187 tttagaatcctcaccacggg Tcaatgcacaaactttaatttge 55,29° 60
Bd12  Hpmsli-139 (CT)(AG);s ccaacagtaggacccgaaaatcc atgaaggctactgctgcegatce 58,29° 80
Bd17  Hpmsl-165 (GA);3 ggctatttccgacaaaccctcag ccattggtgttttcactgttgtg 54,35 60
Bd22  Hpmsi-214 (GTTT)(TTG)e tgcgagtaccgagttctttctag ggcagtcctgggacaactcg 58,35 40
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Continuacion de la Tabla 2.

Cebador . TE
SSR Locus Repeticion PCR )
Adelantado Retrasado (min)
Bd33 Hpms2-23  (AT)11(AC)o(ATAC)1o ccctecggetcaggataaatace ccccagactcccactttgtg 57,35 40
Bd41 HpmsCaSIG (CT)s(AT)s(GTAT)s catgaatttcgtcttgaaggtcce aagggtgtatcgtacgcagectta 58, 29 > 60
Bd70 CMO0005  (CCA)s catgaccaccatgaggata gatagccacgagcatagtatt 54,29° 50

" Condiciones de la PCR: Temperatura de hibridacién (°C) y nimero de ciclos, respectivamente; * PCR en cascada: 63°C —1°C/ciclo;

® PCR en cascada: 65°C —1°C/ciclo; ¢ PCR en cascada: 62°C —1 °C/ciclo
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Tabla 3. Datos sobre el nimero de alelos, nimero de alelos raros, nimero de genotipos con alelos raros y multiples, rango del tamafio
alélico, frecuencia alélica mas alta y contenido informativo polimoérfico (PIC) observados en los 42 genotipos de Capsicum para los 21
microsatélites. Crom.: cromosoma. Dif.: diferencia.

Genotipos con: Alelo comun
Alelos Rango del
SSR  Crom. Alelos Alelos Alelos _ Dif. (pb) Frecuencia FPIC
raros tamaifio (pb) Tamaiio (pb)
nulos muiltiples (%)
Ng4 12 10 0 6 89 -114 25 98 29.8 0.798
Ng5 8 7 3 2 2 300 — 324 24 312 35.7 0.761
Ngb6 2 9 0 0 183 — 201 18 192 42.9 0.696
Ng7 7 15 11 0 6 143 - 193 50 176 333 0.817
Ng8 6 9 2 2 1 186 — 218 32 197 23.8 0.852
Ng9 3 6 2 0 1 242 — 327 85 297 51.2 0.638
Ngl0 6 9 4 2 1 236 - 277 41 245 36.9 0.782
Ngl2 2 14 10 2 5 128 - 190 62 136 31.0 0.810
Ngl5 2 9 4 0 4 338 - 800 462 355 27.4 0.787
Ngl7 3 16 10 0 1 200 — 422 222 248 16.7 0.899
Ngl8 3 14 7 5 0 123 — 146 23 132 16.7 0.906
Ng20 4 5 2 2 0 196 — 217 21 212 61.9 0.546
Ng33 10 9 4 2 0 136 — 154 18 149 35.7 0.797
Ng34 5 9 4 7 0 106 — 162 56 142 23.8 0.804
Ng35 6 7 3 3 0 226 — 250 24 242 40.5 0.729
Bd12 1 11 3 2 1 268 — 344 76 296, 300, 307 14.3 0.879
Bd17 17 12 6 0 0 196 — 235 39 203 26.2 0.840
Bd22 12 6 7 2 82 -104 22 94 19.1 0.867
Bd33 5 8 3 3 0 110 - 125 15 125 31.0 0.800
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Continuacion de la Tabla 3.

Genotipos con:

Alelo comin

Alelos Rango del )
SSR  Crom. Alelos Alelos Alelos _ Dif. (pb) Frecuencia PIC
raros tamaiio (pb) Tamaiio (pb)
nulos multiples (%)
Bd41 7 12 7 10 1 190 — 231 41 208 21.4 0.833
Bd70 5 0 0 2 150 — 165 15 154 32.1 0.715
Total 208 102
Media 9.9 4.86 23 1.6 65 31.0 0.788
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Tabla 4. Numero de alelos y valores del contenido informativo polimorfico (PIC) observados
en los 21 microsatélites dentro de los genotipos de C. annuum, C. baccatum, C. chinense'y C.
frutescens. n: nimero de genotipos por especie.

C. annuum C. baccatum C. chinense C. frutescens
SSR n=10 n=38 n=7 n=35
Alelos PIC Alelos PIC Alelos PIC Alelos PIC
Ng4 3 0.442 2 0.195 3 0.523 3 0.499
Ng5 1 0.000 3 0.605 2 0.370 4 0.610
Ngb6 1 0.000 2 0.219 2 0.490 2 0.320
Ng7 3 0.314 5 0.712 5 0.700 2 0.269
Ng8 4 0.596 2 0.195 2 0.325 5 0.768
Ng9 2 0.351 1 0.000 2 0.370 2 0.269
Ngl0 4 0.450 3 0.371 2 0.370 2 0.269
Ngl2 1 0.000 4 0.547 1 0.000 4 0.672
Ngl5 3 0.572 5 0.618 2 0.370 3 0.499
Ngl7 2 0.375 4 0.630 3 0.530 3 0.672
Ngl8 4 0.692 4 0.605 3 0.530 4 0.672
Ng20 1 0.000 2 0.195 3 0.530 3 0.499
Ng33 3 0.548 4 0.524 4 0.641 2 0.269
Ng34 5 0.642 4 0.712 3 0.641 2 0.499
Ng35 1 0.000 2 0.195 3 0.406 3 0.563
Bd12 2 0.375 4 0.483 3 0.530 3 0.499
Bd17 2 0.164 3 0.555 2 0.370 3 0.563
Bd22 5 0.716 4 0.510 3 0.530 4 0.672
Bd33 1 0.000 2 0.195 2 0.370 3 0.672
Bd41 3 0.410 2 0.371 2 0.215 2 0.499
Bd70 3 0.347 2 0.195 2 0.370 3 0.499
Total 54 64 54 62
Media  2.57 0.333 3.05 0.411 2.57 0.437 2.95 0.512
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Figura 1. Relaciones genéticas de los 42 genotipos evaluados, obtenidas con los 208 alelos de los 21 SSR usando el coeficiente de
similitud de Dice y el método UPGMA.
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Figura 2. Distribucion espacial de los grupos de genotipos, obtenida con el andlisis de correspondencia multiple.
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