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RESUMEN

El mapeo de loci de rasgos cuantitativos (mapeo de QTL) se ha convertido en una
herramienta importante para la identificacion de regiones genémicas que controlan
caracteristicas complejas (también conocidas como rasgos poligénicos). Ademas, el
mapeo de QTL ha sido utilizado para aumentar la comprension respecto a la
regulacion, heredabilidad y utilizacion de estas caracteristicas en programas de

mejoramiento genético.

El objetivo de este estudic fue identificar regiones génicas controlando la
resistencia a Phylophthora capsici en una poblacién F, proveniente del cruzamiento
entre dos genotipos contrastantes para la resistencia en Capsicum annuum. Para ello
se usaron 4 potenciales parentales, 2 resistentes (RESISTANT y PHYTOSUN) y 2
susceptibles (PIM 677 y FINITA), los cuales se evaluaron genética y fisioldgicamente a
fin de determinar el par mas contrastante. Los resultados de divergencia genética
mostraron que los genotipos susceptibles y resistentes fueron agrupados dentro de fres
diferentes grupos genéticos. Desde el punto de vista del desempefio fisiologico, los
genofipos resistentes mostraron un menor dafio visual y una capacidad mayor de
asimilacion de CO,, conductancia estomatica, eficiencia del PSIl y eliminacion de
especies reactivas de oxigeno, respuestas opuestas a lo mosirado por genotipos
susceptibles. Basado en estos resuliados, se seleccionaron los parentales FINITA y
PHYTOSUN para generar la poblacion de mapeo F.. La pobilacién F, se genotipd
usando marcadores moleculares SSR, RAPD e ISSR y se evalud fenotipicamente post
inoculacién. El mapa genético se compuso de 158 marcadores moleculares distribuidos
a través de 14 grupos de ligamiento (GL), los cuales promediaron una distancia

genética de 15,5 cM entre marcadores. Usando la metodologia de rmapeo por intervalo
xii




compuesto, se identifico una regién QTL en el GL 1 altamente relacionada con la
resistencia, con un valor LOD=10, conteniendo los marcadores ISSR-811-350, ISSR-
836-280 y HPMS-2-21 y extendiéndose por 49 cM, entre las distancias 10 y 59 del GL
1. Este resultado indica la posibilidad de utilizar metodologlas de seleccidn asistida por
marcadores para resistencia a P. capsici en el programa de mejoramiento genético de

pimiento de INIA.
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ABSTRACT

Quantitative trait loci mapping (QTL mapping) has become an important tool for the
identification of genomic regions controlling complex traits (also known as polygenic
traits). In addition, QTL mapping has been used to increase the understanding respect

to the regulation, heritability and use of these traits in plant breeding programs.

The aim of this work was to identify genomic regions controlling the resistance to
Phytophthora capsici in a F, Capsicum annuum population derived from the cross
between contrasting genotypes for Phytophthora capsici. Four potential parental lines,
two resistants (RESISTANT and PHYTOSUN) and two susceptibles (PIM 677 y
FINITA), were used, which were genetically and physiologically evaluated to determine
the most contrasting pair. Genetic divergence results showed that susceptible and
resistant genotypes were clustered in three different groups. From a physiological point
of view, the resistant genotypes showed less visual damage and higher CO,
assimilation rate, stomatal conductance, the quantum efficiency (F/Fpn), and reactive
oxygen species scavenging, opposite responses were observed in the susceplible
genotypes. Based on these results, genotypes FINITA and PHYTOSUN were selected
to generate the F, population mapping. The F, population was genotyped using SSR,
RAPD and ISSR molecular markers and phenotypically evaluated post-inoculation. The
genetic map was composed by 158 molecular markers distributed across 14 linkage
groups (LG), at an average marker distance of 15.5 cM between markers. Using the
Composite Interval Mapping methodology, a QTL region into LG 1 was identify, with a
LOD score = 10, containing the markers ISSR-811-350, 1ISSR-836-280 and HPMS-2-21

and it was extended by 49 cM, between the distances 10 ¢cM and 59 cM of the GL 1.




This result indicates the possibllity of using methodologies of marker-assisted selection

for resistance to P. capsici in the pepper breeding program of INIA.
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1 INTRODUCCION

El género Capsicum

1.1.1 Origen, domesticacion y distribucion.

El género Capsicum comresponde a un género que engloba aproximadamente
unas 36 especies descritas hasta el momento (Pozzobon y col., 2006). Sin
embargo, nuevas exploraciones en regiones de Brasil, Bolivia y Peri podrian
aumentar el nimero de especies conocidas por sobre las 40 (Eshbaugh 2012).
Taxonomicamente, se encuentra en la tribu Capsiceae (subtribu Capsinae), dentro
de la familia Solanaceae (Hunziker 2001}, familia de alta importancia en el ambito
agronémico debido a que también incluye a especies como el tomate (Sofanum
lycopersicum), berenjena (Solanum melongena), tabaco (Nicotiana tabacum), papa
(Solanum tuberosum) , entre ofras.

Capsicum es nativo de los {ropicos y subtrpicos de America, teniendo dos
centros de domesticacién: uno en Ameérica Central (region mesoamericana) y el
ofro en la region andina de América de!l Sur (Paran y col., 2007). Segin sugiere
Hunziker (2001), los ceniros posteriores de distiibucion se concentraron en el sur
de Estados Unidos, México, noreste y costa este de Brasil, region costera de
Venezuela, zona central de Bolivia y Paraguay norte-centro de Argentina.

De las 36 especies perienecientes al género, solo cinco han sido
independientemente domesticadas y utilizadas, principalmente, para su uso como
condimento y consumo fresco de su fruto (Andrews, 1995; Bosland y Votava,

2000). Estas cinco especies son C. annuum, C. chinense, C. frufescens, C.




baccatum y C. pubescens, de las cuales las tres primeras corresponden a las
principales cultivadas comercialmente alrededor del mundo.

El género se caracteriza por la presencia de compuestos alcaloides llamados
capsaicinoides (entre eilos, la capsaicina, causante de la sensacion de picor o
pungencia en los Capsicum tipo ajf), los cuales han tenido repercusién en los
procesos evolutivos del Capsicum. Tewksbury y col., (2006) estudiaron la variacitn
de la pungencia en términos geograficos en tres especies de Capsicum ancestrales
de Bolivia, encontrando que la produccion de capsaicinoides varia a través de las
diferentes elevaciones analizadas. El estudio sugiere que los capsaicinoides han
implicado costos y beneficios en respuesta a la presidon de seleccion. Se ha
planteado la hipdtesis de que esta caracteristica evoluciond para disuadir a
herbivoros mamiferos debido a que la trituracion y los efectos de la digestién acida
de las semillas son perjudiciales para la supervivencia de éstas. Por otro lado,
debido a que las aves no perciben la pungencia en respuesta a la capsaicina vy,
ademas, se sienten atraldas por los frutos de colores brillantes de Capsicum, se ve

favorecida la dispersion de la semilla (Tewksbury y Nabhan 2001).




1.1.2 Taxonomia y Genética

La Tabla | resume la taxonomia del género Capsicuimn.

Tabla | Taxonomia del género Capsicum.
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Las especies del género Capsicum pueden distinguirse en dos grupos basado
en el nimero de juegos cromosomales, 2n = 24 y 2n = 26. Solamente una especie, C.
annuum var. glabriusculum ha sido documentada como tetraploide (2n = 4x = 48)
(Pickersgill 1977). Las especies de Capsicum evolutivamente mas avanzadas
muestran un mayor contenido de ADN (3,35-5,77 pg en ADN haploide) y mayor
porcentaje de heterocromatina (1,8-38,9% de la longitud del cariotipo) (Pickersgill,
1977, citado en Mongkolporn y Taylor, 2011). Moscone y col. (2007) propusieron una
posible relacién evolutiva entre las especies de Capsicum basado en las

caracterisiticas de sus cariotipos (Figura 1).
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Figura 1 Posibles relaciones evolutivas de especies del género Capsicum, basado en
estudios de cariotipos. En verde se encuentran las especies con rasgo comtun de flor blanca y
en azul se enmarca al complejo evolutivo C. annuum. Desde el Capsicum ancestral hasia C.
flexuosum, las especies sg presentan con carga genética 2n = 24. En rojo se muestra al grupo
con carga genética 2n = 26 (Imagen adaptada de Moscone y col., 2007).

Todas las especies provienen de un ancestro en comtn diploide (x = 12). C.
chacoense se diferencid tempranamente, y posteriormente lo hizo el complejo
denominado complejo C. annuum, que involucra las especies C. annuum, C. chinense
y C. frutescens, las que evolucionaron en las zonas bajas tropicales de México, El
Caribe y Amazonas, respectivamente (Eshbaugh 2012). Las especies del grupo mas
primitivo comparten la caracteristica de poseer flores blancas y se suman, a las ya
mencionadas, las especles C. galapagoense, C. rhomboideum y C. parvifolium. Las
especies evolutivamente recientes comienzan con C. baccatum y C. praetermissum, y
desde aqui se desprenden 3 grupos aun mas recientes, presentandose el grupo donde

se encuentra C. mirabile con 13 pares de cromosomas (2n = 26).

La cercania geneética y evolufiva del complejo C. annuum fue también




comprobada por Walsh y Hoot (2001) analizando la region cloroplastidial no codificante
atpB-rebl, en conjunto con cinco regiones intrénicas del gen nuclear waxy, debido a
que ambas regiones presentan sustituciones, inserciones y deleciones a nivel de

especie (Figura 2).
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Figura 2 Posicién filogenética del complejo C. annuum. El complejo se enmarca en azul,
diferenciandose genéticamente del resto. Imagen adaptada de Walsh y Hoot (2001).

1.2 El pimiento (Capsicum annuum var. annuumy)
1.2.1 Aspectos botanicos
El pimiento es un arbusto herbaceo, pequefio, ramificado, anual o perenne que

alcanza entre 30 a 80 centimetros de aliura. Tiene una raiz pivotante, corta o profunda

dependiendo del genotipo. Presenta filotaxia alterna, solitaria o en pares con peciolos




entre 4-7 centimetros de longitud. El limbo de la hoja puede ser oblongo, ovado u
ovado-lanceolado, entre 4-13 cm de largo x 1,5-4 cm de ancho. Su inflorescencia son
flores solitarias o racimos de dos flores, de coloracién blanca con cinco pétalos y caliz
acampanado. Posee cinco estambres, cuyas anteras son azuladas/violaceas. Exhibe
ovario superior con numerosos Ovulos, estilo corio y estigma capitado. El fruto
corresponde a una baya de pericarpio carmoso y firme, hueco, colgante, de color verde
en estadios tempranos de desarrollo que luego evoluciona mayoritariamente a colores
anaranjado, rojo, amarillo, blanquesino, café y ptrpura (Bosland y Votava 2000, Figura

3).

Figura 3 Morfologia de planta y principales érganos de pimiento. .a} Plantula en estado de
desarrallo de cuatro hojas verdaderas, cuyos cotiledones alin se pueden observar. b)
arquitectura tipica de una planta de pimiento. ¢) frutos en distinto estado de desarrollo:
inmaduro (verde), maduros (rojo). d) flor previa a antesis. En este estado se lleva a cabo el
proceso de aufofecundacian. e) flor compietamente abierta, sin embargo, la fecundacion ya fue
realizada vy el fruto se encuentra en sus etapas iniciales de desarrollo y f) zona adaxial de una
hoja de pimiento.




1.2.2 Estadisticas productivas del pimiento

1.2.2.1 Situacion del cultivo del pimiento en el mundo

Seglin los datos actualizados de la Organizacién de las Naciones Unidas para
Ia Alimentacion y la Agricultura (FAQ), al afic 2013, los principales pafses productores
de C. annuum, tanto para ajies y pimientos’ verdes (consumo fresco) como
deshidratados se muestran en las Figuras 4 y 5 respectivamente. China lidera la
producciéon mundial de pimiento verde con casi 16 millones de toneladas, seguido
lejanamente por México, con 2,3 millones de foneladas anuales. En el caso de la
produccion para deshidratados, el principal productor es India, con un poco menos de

1,37 millones de toneladas, cuadruplicando la produccion del segundo pais mas

importante, China, con 300.000 toneladas anuales.
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Figura 4 Principales paises productores de aji y pimiento verde al afio 2013. . (F) Cifras
estimadas por la FAQO, (*) Cifras oficiales, (M!) Cifras estimadas mediante metodologia de
imputacion de datos. Grafico realizado en base a los datos enconirados en el sitio oficial de

FAO.
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Figura 5 Principales paises productores de aji y pimiento deshidratado al afio 2013. (NO)
Cifras no oficiales, (A) Cifras pueden incluir datos oficiales, semi-oficiales, estimados o
calculados, (F) Cifras estimadas por la FAO. Gralico realizado en base a los datos encontrados
en el sitio oficial de FAQ.

Respecto a las estadisticas y tendencias de produccion, rendimiento y area de
cultivo (Figura 6), se observa un constante aumento en estos ires parametros
evaluados por FAO, y si bien es cierto que la produccién ha aumentado en buena parte
por el aumento del area destinada al cultivo, el rendimiento ha tenido solo un sutil
incremento en los ultimos afos, posiblemente como consecuencia de los factores
ambientales que afectan la produccién de Capsicum (salinidad, disponibilidad hidrica,

bajas temperaturas, plagas y enfermedades).
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Figura 6 Tendencias mundiales de rendimiento, area de culfivo y producciéon de
pimientos y ajies. a), b) y ¢) corresponden a estadisticas para fruto verde, mieniras que d), e)
y f) representan las estadisticas para la industria de fruio deshidratado. Los datos fueron
graficados en base a las estadisticas oficiales proporcionadas por el sitio web oficial de FAO.

1.2.2.2 Situacion del cultivo del pimiento en Chile

Los valores FOB (free on board) en dolares de las exportaciones de pimientos

para los afos 2011 y 2012 en sus principales formatos son resumidos en la Tabla II.




Tabla Il Exportaciones chilenas de pimientos procesados para las temporadas 2011 y

2012 (Fuente: ODEPA).

Afo Variacion
Producto 2011 2012 %
Deshidratado $7.453.291 $4.323.421 -42
Conserva $2.000.947 $194.812 -90,3
+34.,8

Néctar y jugo  $1.937.786  $2.612.206

Segun las esfadisticas oficiales entregadas por la Oficina de Estudios y

Paoliticas Agrarias (ODEPA), al afio 2014 se registraron 913,1 hectareas productivas de

pimiento, siendo las regiones de Coquimbo, O’higgins y Arica y Parinacota las que

lideraron a nivel nacional las superficies plantadas con 296, 164 y 142 hectareas,

respectivamente. El comportamiento de la superficie destinada a la plantacidén de

pimiento se ha visto drasticamente disminuida desde el afio 2010 al 2014,

principalmente por la carencia de precipitaciones y heladas que ha mermado el

establecimiento del cultivo en las principales regiones productivas del pais, lo que ha

mermado ademas el valor monetario de las exporiaciones, como se aprecia en la

Tabla ll {revista Red agricola, Figura 7}.

2010 2011

2012 2013 2014

Figura 7 Estimacion de superficie plantada de pimiento a nivel nacional para los afios

2010 al 2014 en Chile (Fuenie: ODEPA).
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El rendimiento promedio a nive! nacional alcanza los 36.960 Kg/ha (muy por
debajo de Holanda que presenta los mejores rendimientos con 225.000 Kg/ha)
presentandose las regiones de Arica y Parinacota, Maule y Atacama como lideres en

este ambito con 46.500, 45.900 y 42.470 Kg/ha respectivamente (Figura 8).
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Figura 8 Rendimiento unitario de pimiento por regién (Fuenie: ODEPA).

Cabe destacar, ademas, el sistema de riego utilizado en Chile para este cultivo,
puesto que el agua de riego es una de las principales vias de transmision de agentes
patégenos, especialmente de aquellos que producen estructuras reproductivas e
infectivas mdviles, como el caso de las zoosporas de Phytophthora capsici. En las
regiones Metropolitana, O’higgins y Maule, sobre el 90% del sistema de riego se basa
en sistema por surco (sistema que favorece la propagacion de zoosporas de P.
capsici), mientras que en las regiones de Coquimbo y Valparaiso este sistema
representa mas del 60%. EI promedio nacional de cada sistema de riego se resume en

la Figura 9.
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Figura 9 Superficie Nacional Regada de Pimiento, por método de riego (%)} (Fuente:
ODEPA).

1.2.3 Limitantes sanitarias en la produccion del pimiento

1.2.3.1 Patoégenos asociados al cultivo

El cultivo del pimiento se ve altamente afectado por una amplia gama de
agentes paldgenos responsables de la disminucion del rendimiento y produccion.
Dentro de esta amplia gama, destacan el virus del mosaico del pepino (CMV) (Yao y
col., 2013; Choi y col., 2015), potivirus (Incue-Nagata y cal., 2002; Rubio y col., 2008),
mildits (Lefebvre y col., 2003; Ajithkumar y col., 2014), antracnosis (Park y col., 2012;
Sun y col., 2015), nematodos (Fazari y col., 2012; Aguiar y col., 2014), xantomonas
(Park y col., 2006; Moreira y col., 2015) y ocomicetes (Johnstone y col., 2005; Zhang y
col., 2013) (enfre muchos otros); estos Ultimos como principal foco de estudio en los
ultimos afios debido a Ia alta incidencia y severidad de la enfermedad, los altos costos
econdmicos asociados a tareas de prevencion y mitigacion y los problemas que
conlleva para los productores el acopio y eliminacion del material vegetal afectado

(Hausbeck y Lamour 2004).
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1.2.3.2 Phytophthora capsici L., el patégeno mas relevante en el cultivo del
pimiento

Phytophthora capsici L. es un oomicete patégeno de cultivos altamente
dinamico y destructivo. Fue descrito por primera vez en 1922 luego de ser aislado
desde plantas de aji en México (Leonian, 1922, citado en Lamour y col., 2012). En un
principio se asumié como huésped especifico del pimiento, sin embargo, se ha
reportado su presencia en tomate, berenjenas, cucurbitas (pepino, meldn, calabaza,
etc.) y de forma reciente en algunas variedades de porotos (Lamour y col., 2012).
Aungue no se conoce como P. capsici pudo dispersarse a través de grandes
distancias, este patdgeno se ha reportado a través de casi todo el mundo incluyendo
Norteamérica, Sudamérica, Asia, Africa y Europa (Hwang y Kim 1995; Sun y col.,
2008). En pimiento representa uno de los patdgenos mas devastadores, atacando
plantas en todos sus estados de desarrollo y en todos sus tejidos {Quirin y col., 2005}
(Figura 10). Este oomicete causa variados sintomas dependiendo del tejido infectado,
tales como pudricidon de raiz, del cuello, del fruto y de plantulas, causando el tizén
foliar, lesiones de tallos y, en plantas adultas, retraso del crecimiento, marchitez vy,
eventualmente, la muerte de éstas. Debido a esto, el patosistema (o sea, todo el
conjunio de fenémenos e interacciones que se producen en relaciones de parasitismo)
de P. capsici ha sido mas dificil de estudiar en comparacion a ofros patégenos
(Valenzuela y col., 2002). Es un patdgeno de transmision por suelo, hemibiétrofo, con
reproduccién sexual y asexual (Bonnet y col, 2007), produciendo problemas

persistentes en regiones de cultivo extensivo de pimiento.
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Figura 10 Sintomas y signos producidos por la infeccién de P. capsici en plantas de C.
annuum. a) Marchitez foliar b) Necrosis en regiones de tallos y ¢) Colonizacion del fruto por
micelio. Imagenes tomadas desde http:/fwww longistandhort.comell.edu/.

La infeccion comienza cuando una hifa desde una oospora germinada, un
esporangio germinando o una zoospora enguistada, penetra los tejidos externos de la
planta, logrando acceso a células hospederas. En algunos casos es posible apreciar
estructuras apresorias en el sitio de infeccidn. Posterior a la invasién, se genera un
proceso de colonizacion dentro de los tejidos del hospedero, proceso que culmina con
el colapso y necrosis del tejido y la esporulacion. Bajo 6ptimas condiciones (25-30°C y
alta humedad relativa), el tiempo desde la infeccion a la esporulacion tarda enfre 2-3

dias (Lamour y col., 2012).

1.3 Mapas de ligamiento genético en Capsicum

Peterson (1959) abrié el camino del mapeo genético clasico en Capsicum usando
marcadores fenotipicos y estudiando el ligamiento entre tres genes que controlan la
forma de fruto (O), color morado de fruto inmaduro (A) y color amarillo de fruto
inmaduro (Gy). El ligamiento entre los genes A y O fue verificado, posteriormente, por

Ben Chaim y col. (2003) y los genes se asignaron al cromosoma 10. Mas tarde,
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Pochard (1977) extendié el andlisis de ligamiento usando caracteristicas fenotipicas
que incluian pungencia (Pun1), rasgos morfologicos (xantha 3 y xantha 8), fruto erecto
(up) resistencia al virus del mosaico del tomate TMV (L), modificador de acumulacion

de antocianinas (MoA), acumulacion de antocianinas (A) y color de fruto amarillo (Ccs).

El primer mapa de ligamiento usando marcadores moleculares {del tipo isoenzimas)
fue realizado por Tanksley (1984), quien usé una poblacién proveniente de un
cruzamiento interespecificc entre C. annuum y C. chinense para mapear 14
isoenzimas. Tanksley y col. (1988), posteriormente, desarrollaron el primer mapa
genético usando marcadores genéticos del tipo RFLP (polimorfismo de la longitud de
los fragmentos de restriccion, por sus siglas en inglés) en base a dos poblaciones
segregantes: una proveniente de la cruza entre Solanum lycopersicum y una especie
silvestre de tomate y la ofra proveniente de C. annuum con una especie silvestre de
Capsicum. Con esto ademas mostraron las relaciones sinténicas enfre estas dos
especies evidenciando, a este nivel de resolucion genética, una alta conservacion del
genoma, pero ademas una considerable tasa de reordenamiento de varias regiones

compartidas.

Ya desde 1999 comenzd la utilizacion marcadores basados en PCR tales como
RAPD (amplificacioén aleatoria de ADN poliméifico), AFLP (polimorfismo de Ia longitud
de fragmentos amplificados) y SSR (microsatélites) principalmente (Livingstone y col.,
1999; Lefebvre y col., 2002; Lee y col., 2009), permitiendo la mayor saturacién de los
mapas en términos de disminuir la distancia de recombinacién entre marcadores y
mejorando la precision en la deteccion de loci de rasgos cuantitativos (QTLs, por sus
siglas en inglés) y la estimacién de efecios de dominancia aditiva de los alelos

asociados a un QTL.
15
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Respecto a las poblaciones para la construccion de los mapas de ligamientos,
destacan las poblaciones F, provenientes de cruzamientos inter e intraespecificos,
retrocruzamientos (BC, por su nombre en inglés Backcrossing, tanto BC; como BGC») y
en los ﬂltimpos afios las poblaciones derivadas desde dobles haploides (DH) y lineas de

recombinacién endogamica (RIL, por su sigla en inglés).

i
14 QTLs asociados a resistencia a P. capsici.

i

Diversos estudios han revelado la existencia de un control poligénico en la
respuesta de C. annuum al ataque de patégenos como P. capsici (Lefebvre y col.,
2003; Thabuis y col., 2003; Ogundiwin y col., 2005; Quirin y col., 2005; Yang y col.,
2009; Lu y col., 2012) utilizando como parental resistente casi exclusivamente el
genotipo “Criollo de Morelos 334" (CM 334). Los estudios indican la presencia de QTLs
en diferentes cromosomas con efectlos menores, medios y mayores sobre la
resistencia. En este contexto destacan los estudios realizados por Thabuis y col.
(2004), quienes mediante el seguimiento de los marcadores colindantes con un QTL
ligado a la resistencia a P. capsici en C. annuum, lograron la introgresion de éste en
tan solo 3 ciclos de retrocruzas, comenzando con una poblacién doble-haploide. Por
otro lado, Quirin y col. {2005) mapearon una regidn relacionada con resistencia a P.
capsici denominada como Phyfo 5.2 ubicada en el cromosoma 5 de C. annuum, en la
cual fue ge:'lerado un marcador tipo SCAR (Sequence-Characterized Amplified Region)

para la deteccién de este QTL (Figura 11).
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Figura 11 Regidn QTL Phyto 5.2 detectada por Quirin y col. {2005). La region se ubica en el
cromosoma 5 de C. annuum. Enmarcados en negro se Indican los marcadores RAPD y SCAR
generados para la deteccion del QTL.

Por ofra parte, un locus denominado “locus L” (localizado en un grupo de genes
de resistencia, R-genes), ha sido descrito como responsable de la resistencia a
variados patégenos como Potivirus, Virus del mosaico del pepino (CMV), Virus del
bronceado del tomate (TSWV) y Phylophthora capsici de manera transversal en
especies de la familia Solanaceae (C. annuum, Solanum fuberosum y S. lycopersicum)
(Yang y col., 2009). Adicionalmente, en los ultimos afios Lu y col. (2012} mediante el
uso de marcadores de polimorfismo de un Gnico nucledtido (SNP, por sus siglas en
inglés) mapearon una region en los cromosomas 4 y 5, los cuales mostraron un efecto
aditivo de -0,466 y -1,478 respectivamente, indicando su uso potencial de introgresion

en programas de mejoramiento genético,

Ofros estudios han puesto en evidencia el control genético de la caracteristica,
apoyando la hipoiesis que se trata de un rasgo de control poligénico. Ademas del
mapeo de regiones cromosomicas extensas involucradas en la respuesta de

resistencia, la heredabilidad de ésta (o sea, la proporcién de la variacion fenotipica
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explicada por el componente genético) ha sido descrita como media a alta, con valores
de heredabilidad fluctuando entre 0,80 y 0,86 (de un méaximo de 1), indicando que los
valores fenotipicos se ven débilmente afectados por efectos ambientales y responden
en mayor medida al efecto genético (Bonnet y col., 2007).

1.5 Efectos del estfrés bidtico sobre la eficiencia fotosintética, intercambio
gaseoso y estado Redox de las plantas

Los agentes pat6genocs son capaces de afectar el desempefio fotosintético,
tanto alterando el metabolismo que lo subyace, la fotoquimica primaria, transporte
electrdnico, ciclo de Calvin y la disminucion del area fotosintética (Tabla 1ll). Se estima
que, en promedio, un 15% de las pérdidas de rendimiento en diferentes cultivos se
debe a enfermedades causadas por agentes patogenos (Oerke y Dehne, 2004).

En el caso de las infecciones causadas por hongos, Baron y col. (2012) afirman
que los efectos sobre la planta son mas variados que, por ejemplo, los causados por
virus debido, principalmente, a la existencia de diferentes modos o mecanismos de
entrada y accion del hongo en la planta hospedera (ej: infeccién por sistema vascular,
foliar, interacciones micorrizicas, efc).

1.5.1 Efectos del estrés bitdtico sobre la eficiencia fotosintética del PSIl y el
contenido de clorofila

La alteraci6n de ia eficiencia del PSII (medida, en hojas adaptadas a oscuridad
como (F, — F M F = FIF,, donde F, es la fluorescencia minima medida cuando todos
los centros de reaccion se encuentran abiertos, Fr, es la fluorescencia méxima después
de un pulso de luz actinica medida cuando todos los centros de reaccioén se encuentran
cerrados y F, representa el diferencial entre F, y F,) frente a estrés bidtico causado por
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infecciones flngicas ha sido evidenciada. Por ejemplo, en plantas de Solanum
tuberosum infectadas con Phytophthora infestans se demostré una disminucion en los
valores medidos de F.JF,, asi como un incremento del apagamiento fotoquimico (P}
en estadios tempranos de infeccién, indicando una alteracion de la funcién del PSII
(Koch y col., 1994). En otro estudio, Fleishmann y col. (2005) mostraron que Ia
eficiencia del PSI|, potencial hidrico foliar y el consumo total de agua disminuyeron,
presentandose sintomas de marchitamiento foliar en plantulas de haya inoculadas con

Phytophthora citricola.

Ofro parametro poco estudiado, relacionado con la captacion de energia
luminica, es el contenido de clorofila en plantas bajo estrés biotico infectadas a nivel
radicular por hongos. Allardyce y col. {2012) inocularon via radicular plantas de Zea
rnays (resistente) y Lupinus angustifolius {susceptible) con zoosporas de Phyfophthora
cinnamomi y analizaron el contenido relativo de clorofila mediante un medidor de
clorofila no destructivo (SPAD-502), cada 24 horas durante 6 dias. Los resultados
fueron contrastante. Mientras que para Zea mays el contenido de clorofila aumenté
desde el dia 0 al 48 y se mantuvo posteriormente constante hasta el dltimo dia de
medicién, en Lupinus angustifolius el contenido de clorofila tuvo un leve aumento enfre
el dia 0 y el dia 1, luego se mantuve constante hasta el dia 3 y, finalmente comenzé
con una disminucion sostenida hasta el dia 6 de medicion. En ofro estudio, Moreno-
Chacon y col. (2013) inocularon raices de plantas de palma aceitera (Elaeis
gquineensis) con Phytophthora palmivora y estudiaron, entre varios parametros, el
contenido de clorofila a través de diferentes estadios de la enfermedad. Los resultados

mostraron también una disminucién del contenido de clorofila (desde 13,2 —
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Tabla lil Tabla adaptada de Baron y col. {(2012), describiendo los efectos de varios
agentes de estrés bi6tico sobre parametros fotosIntéticos, Intercambio gaseoso y efectos
follares. La importancia relativa de cada factor se indica como: “-*, efecto no descrito en
literatura; X, efecto descrito ocasionalmente; "XX, efecto descrito en varias ocasiones y
“XXX", efecto principal. (*) Incluye forma y tamaric de la hoja, estructura foliar interna y forma y
distribucién de organelos. El autor destaca que un pardmetro no marcado como “Importante” no
significa que ésie no lo sea, sino que la informacion disponible en ese caso es fragmentada y
algunos de esos parametros no han sido analizados bajo algunos de los estreses bidticos aqui
descritos.

Agente patégeno Hongos de Hongos de
Virus Bacterias infeccion infeccion Nematodos
vascular foliar
Defaliacian,
destruccion y/o Importante - - X po.44 X
necrosis Toliar
Limitaciones
estomaticas Importante - XX XXX X X
Efectos
estructurales (*) XXX X X X -
Reacciones
folosintélicas XXX XXX X X -
primarias
Limilaciones no Reacciones del
estomaticas -
ciclo de Calvin XX X X XX
Transporie y
metabolismo de XX X - XX -
carbohidratos

9,6 — 7,8 — 7,8 Rgcorofla oo cuales representan diferentes estados de
mg Peso fresco

desarrollo de la enfermedad desde planta sana hasta un 80-100% del area foliar

afectada).

1.5.2 Efectos del estrés biético sobre el intercambio gaseoso de la hoja

En el caso de hongos de infeccién vascular (como es €l caso de P. capsici), la
mayorfa de estos se desarrollan al interior de los vasos xilematicos de la planta
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i
hospeclera,ii provocando una disminucion de la conductancia hidrica, lo cual lleva a un
severo marchitamiento foliar. Los parametros relacionados con la asimilacién de CG,
(A;) y conductancia estomatica (gs) también han reportado varacion durante la
interaccién incompatible ante diferentes patogenos. Por ejemplo, se ha documentado la
reduccién de la A, entre un 30-90%, la cual, como explican los autores, fue causada
tipicamente por una reduccion de la g; en plantas de pimiento y tomate inoculadas con
P. capsici y Fusarium, respectivamente (Aguirreolea y col., 1995; Nogués y col., 2002),
aunque tar;hbién es sabido que un estrés hidrico {en este caso, gatillado por la
supresién del fransporte de agua) genera darfios a enzimas claves del ciclo de Calvin
(Kaiser, 19?6). En el caso de las infecciones foliares producidas por hongos, también

se produce una disminucion de la A,, pero esta vez causada principalmente por la

disminucion del area foliar fotosintéticamente activa. Incluso, en este mismo ambito, se
|+
han documentado decrecimientos de la A, en tejidos aparentemente no infectados, los

cuales pueden llegar hasta un 30-50% (Manter y col., 2007; Agati y col., 2008),

Moreno-Chacon y col. {2013) encontraron disminuciones de la A, y g: de un
72,46% y 74,98% respectivamente en plantas de palma aceitera (Elaeis guineensis)
g

inoculadas con Phytophthora palmivora. Fleishmann y col. (2005), en el mismo estudio
|l

mencionado en el punto 1.5.1 hallaron una disminucién de las tasas de A, en estadios
muy tempranos de infeccion, indicando la existencia de sefiales moviles desde la raiz
hacia érganos foliares. Se ha sugerido ademas que las plantas detienen su fotosintesis

i
y otros metabolismos asociados para iniciar respiracién y procesos relacionados con la

h

defensa ante el ataque del patégeno (Berger y col., 2007).

.
ki - - .-

Los antecedentes indican, por lo tanto, que los hongos de accién vascular
li

pueden comprometer el transporte de agua y reducir la fotosintesis debido, en una
] 21
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i
primera instancia, a la induccién del cierre estomatico, lo cual puede conllevar una

posterior degradacién de la clorofila y dafios a los componentes principales de los
centros fotosintéticos, pero también la dinamica del ciclo de Calvin puede ser afectada
por la presencia de EROs, como es el caso de H,0..

1.5.3 Efectos del estrés biético sobre la produccién de Especies Reactivas de

Oxigeno (EROs)
|

il
A pesar que es bien sabido que una acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (EROs) es perjudicial para el desarrollo y metabolismo vegetal, estas juegan

un papel fundamental en la respuesta al estrés biético, y se han postulado muchas
il

funciones de estas ante la infeccion por patégenos en plantas.

Se I'ia sugerido que la produccion explosiva de EROs es utilizada para generar
la muerte diilrecta del pat6geno debido a su alta reactividad, especialmente de las EROs
que presentan radicales hidroxilos {Chen y Shopfer, 1999). Estas EROs ademas son
capaces de actuar como sefializadores del estres. Hiickelhoven (2007) sostiene que

§
las EROs estan implicadas en la generacion de barreras fisicas que impiden la entrada
y estableciTiento del patégeno, promoviendo la biosintesis de pared celular, lignina y
polimeros de suberina. Thoma y col. (2003) afirman que las EROs estan involucradas
enla gener%cién de fitoalexinas y metabolitos secundarios que detienen el crecimiento
del patégelj!lo. También se han visto Intimamente ligadas a los procesos de reaccidon
hipersensitiva (HR), el cual es un proceso de muerte celular programado que ocurre en
el sitio de infeccion y que tiene por objetivo limitar la dispersién y avance del patégeno

a través del tejido ya infectado (Mur y col., 2008). Otros estudios sostienen que las
i

EROs no broducen la muerte directa del patégeno, sinc que mas bien generan
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cambios en el pH y en el flujo de iones, gatillando la activacion de proteasas
especificas en fagocitos, las cuales son los encargados finales de la muerte del

patégeno (Segal, 2008).

En el caso de C. annuum, se ha corroborado que genotipos resistentes a P.
capsici son capaces gatillar procesos de limpieza de EROs por una mayor y mas
temprana activacién de las enzimas peroxidasa (POD; EC 1.11.1.7) y la polifencl
oxidasa (PPO; EC 1.14.18.1) en comparacién a genotipos susceptibles {Jung y col.,
2004). Situacion similar fue verificada por Kog y col. (2011), quienes encontraron
concentraciones mas bajas de H,0, y menor dafio lipoperoxidativo en genotipos
resistentes a P. capsici en comparacién a los susceptibles, ufilizando diferentes

concentraciones de indculo,

Sin embargo, la acumulacion de EROs se ha descrito como un agente causante
de dario en el folosistema Il (PSll), especialmente en componentes principales tales
como la proteina D1, de enzimas importantes del ciclo de Calvin y de la peroxidacion
de membranas lipidicas celulares, afectando de esta forma la transferencia de energia
luminica a través de los fotosistemas y cadena transportadora de eleclrones y la
asimilacién de CO,, {0 que frae como consecuencia directa un déficit del metabolismo

general de la glucosa. (Nishiyama y col., 2004; Murata y col., 2007).

Por lo tanto, el estudio de la dindmica de produccién y limpieza de EROs se
convierte en una herramienta de apoyo en la bisqueda y seleccidn de genotipos

resistentes a P, capsici.
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1.6 Hipotesis

Existen loci de rasgos cuantitativos (QTLs) controlando la resistencia a
Phylophthora capsici en una poblacién de mapeo F, de Capsicum annuum,

proveniente del cruzamiento entre parentales contrastantes para la caracteristica.

1.7 Objetivo general

Identificar marcadores moleculares ligados a la resistencia a P. capsici en una

poblacion segregante de C. annuum.

1.8 Objetivos especificos

1) Establecer la divergencia genética entre 57 accesiones de C. annuum.

2) Evaluar parametros fisiologicos (fotosintéticos, intercambio gaseoso y contenido
de EROs) en genotipos resistentes y susceptibles a P. capsici a fin de
seleccionar parentales para una poblacidn de mapeo de QTLs.

3) Generar un mapa de ligamiento genético para la poblacién de mapeo usando

marcadores moleculares dominantes y codominantes.

4) Asociar probabilisticamente marcadores moleculares a la caracteristica de

resistencia a P. capsici en C. annuum.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Divergencia genética en 57 accesiones de Capsicum annuum

Los trabajos de invernadero se llevaron a cabo en el Instituto de Investigaciones
Agropecuarias INIA La Piatina (La Pintana, Santiago), mientras que las amplificaciones
de microsatélites y electroforesis se realizaron en el Laboratoric de Fisiologia y
Gengtica Horticola y en el Centro de Biologia Molecular Vegetal de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Chile.

2.1.1 Seleccion del material vegetal

Se seleccionaron 57 genotipos de C. annuum, de los cuales 20 correspondfan
al tipo aji y 37 al tipo pimiento (Tabla IV). Dentro de los tipo pimiento se encontraban 2
genotipos resistentes a P. capsici {RESISTANT y PHYTOSUN), cuya resistencia fue

informada por parte de la empresa semillera respectiva.

Tabla IV Genotipos de C. annuum utilizados en este estudio y el tipo cuyo fenotipo

representa. Los genotipos marcados con asterisco (*) representan genotipos comerciales.

Accesion  Tipo  Accesitn Tipo Accesibn Tipo Accesidn Tipo

66 Aji 182 Aji 636 Pimiento 757 Pimiento
63 Ajt 171 Aji 654 Pimiento 763 Pimiento
76 Al 172 Ajt 655 Pimiento 785 Pimiento
153 Aji 190 Aji 659 Pimiento 766 Pimiento
155 Aji 191 Aji 661 Pimiento 1777 Pimiento
156 Aji 183 Aiji 662 Pimiento 1784 Pimiento
157 Aji 560 Pimiento 663 Pimiento 1789 Pimiento
158 Aji 571 Pimiento 664 Pimiento Cruz7 Pimiento
165 Ajt 579 Pimiento 666 Plmiento Cruz 8 Pimiento
166 Aji 580 Pimiento 667 Pimiento *California Wonder Pimiento
167 Aji 582 Pimiento 675 Pimiento *FINITA Pimiento
168 Aji 606 Pimiento 677 Pimiento *Fyuco Pimionto
169 Aji 614 Pimiento 751 Pimiento *PHYTOSUN Pimiento
173 Aji 615 Pimiento 753 Pimiento *RESISTANT Pimiento

*Tambora Pimiento
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2.1.2 Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se llev6 a cabo de forma masiva, es decir, se realizaron
recolectando la misma cantidad de tejido foliar desde 10 individuos de una misma
accesion, hasta completar 100 mg. El material utilizade fue hojas nuevas desde plantas
de 60 dias post-germinacion, las cuales fueron crecidas en almacigueras de hasta
alcanzar el tamafio adecuado para extraer tejido foliar. Los 100 mg de tejido se
trituraron en mortero con N liquido hasta lograr un polvo fino. Se anadieron 800 pL de
Buffer CTAB 2X (1,4 M de NaCl, 100 mM Tris pH 8,0 y 20 mM de EDTA pH 8§,0)
precalentado a 65°C y 1,6 pL de B-mercaptoetanol. Se continud con la trituracion hasta
lograr un homogenizado liquido que fue trasferido a un tubo eppendorf de 1,7 uL. Se
afiadieron 8 yuL de proteinasa K, se mezclé con [a ayuda de voriex y se dejé incubar a
60°C durante 30 min. Posterior a esto, los tubos se dejaron enfriar por 15 min a

femperatura ambiente y se llevaron a centrifugacion por 15 min a 12.000 rpm.

Se rescatd el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo y se le afadid a cada
fubo 1 pL de RNAsa A. Se mezcl6é suavemente con voértex y se incubaron los tubos a
37°C durante 30 min. Una vez terminado el tiempo de incubacién, a cada tubo se le
adicion6 0,4 volimenes de cloroformo:alcohol iscamilico 24:1 (respecto al volumen
rescatado en paso anterior) y se mezcld por inversion, teniendo la precaucion de no
formar emulsion entre las fases. Los tubos se llevaron a centrifugacion por 15 min a
12.000 rpm. Una vez finalizado el proceso de centrifugacion, se procedié a rescatar el
sobrenadanie y afadir 1 volumen de isopropanal frio y 0,1 volimenes de acetato de
sodio 3 M pH 5,2. Los tubos se mantuvieron a -20°C toda la noche para permitir la

precipitacion del ADN.
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A la mafana siguiente, los fubos se llevaron a cenfrifugacion por 20 min a 8.000
rpm. Se eliminé el sobrenadante y se realizaron dos lavados con etanol al 80%. El
pelet se dej6 secar en estufa a 40°C, y una vez totalmente seco se resuspendit en 50

pL de buffer TE para su posterior cuantificacion y verificacion de calidad.

2.1.3 Condiciones de PCR y prueba de polimorfismo de partidores
microsatélites

Para seleccionar los marcadores polimérficos, se evaluaron 87 pares de primers
SSR previamente descrifos (Lee y col., 2004; Minamiyama y col., 2006; Ince y col.,
2010). EI polimorfismo de cada SSR se evalud en tres accesiones seleccionadas

aleatoriamente y se seleccionaron 12 SSR para el analisis de divergencia.

Para las amplificaciones de las regiones SSR (tanto para la prueba de
polimorfismo como para el estudio de divergencia) se utilizaron 25 ng de ADN, 2,0 uL
de buffer PCR 10X, 2,0 mM de MgCl;, 0,1 uM de cada primer SSR, en un volumen final
de 20 uL. Las amplificaciones de los SSR se llevaron a cabo mediante un protocolo

Touchdown (Don y col., 1991) (Tabla V).

Tabla V PCR Touchdown realizada para la amplificacién de los SSR

Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Denaturacion 94°C 1 min
Denaturacion 94°C 1 min
Alineamiento 65°C (-1°C por ciclo) 1 min X9
Exiensién 72°C 2 min
Denaturacién 94°C 1 min
Alineamiento 55°C 1 min X30
Extension 72°C 2 min
Extension final 72°C 2 min
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Los productos de amplificacién fueron separados en geles de agarosa
Metaphor:agarosa comin al 4% en relaci5n 1:1, usando buffer TBE 1%. La
electroforesis fue llevada a cabo a 60 V durante 4 horas. Los geles se tifieron usando

Gel Red o solucion de Bromuro de Etidio por 40 min.

214 Determinacion de distancias genéticas entre accesiones
La matriz de distancias genéticas entre accesiones fue construida de forma

manual en base al complemento del indice de similitud genética (Yao y col., 2007)
como:

Dij=1—GSij =1 {Z[NNij ]}
y= U= it Nj

donde Djj es la distancia genética entre las accesiones iy j, GS es el coeficiente de
similitud genética entre accesiones i y j, Nij representa el nimero de alelos comunes
totales entre las accesiones i y j y Ni y Nj es el nimero de alelos totales en las
accesiones i y j respectivamente.

2.1.5 Seleccion del mejor método de agrupamiento para construccion del
dendrograma de divergencia genética

El dendrograma fue construido usando los métodos de agrupamiento UPGMA y
Neighbor Joining utilizando un proceso de bootstrapping de 5.000. Para cada
dendrograma se midid el Coeficiente de Correlacidon Cofenética (CCC) (Saracli y col.,

2013) como:
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(@) — B0 — 7]

CCC =

donde x{ij} representa el Indice de distancia genética entre las accesiones iy j
proveniente de la matriz de distancia genética de Yao y col. (2007), (i,/) representa el
valor de la distancia cofenética extraida desde el dendrograma para las accesiones i y j
y x y t representan el promedic de las distancias genéticas y cofenéticas para todos los
pares de accesiones. El dendrograma final se construy6 usando la herramienta online

http:/fwww.trex.ugam.ca.

2.2 Evaluacién del efectos de la infeccion por P. capsici sobre la eficiencia del

PSI, intercambio gaseoso y produccion de EROs para seleccion parental

221 WMaterial vegetal

Se seleccionaron semillas desde el banco de germoplasma de INIA La Platina
de los genotipos PHYTOSUN (R), RESISTANT (R), PIM 677 (S), FINITA (S) v
CALIFORNIA WONDER (S). Las semillas se hicieron pre-germinar en placas Petri
dentro de camaras de crecimiento a 24°C y fotoperiodo 16:8 h dia/noche. Una vez
emergida la radicula, estas se sembraron en almacigueras forestales que contenian
sustrato compuesto por turba:periita en relacion 1:1. Se mantuvieron en crecimiento en
condiciones de invernadero a 24°C +3°C con riego constanie hasta que las plantas

alcanzaron el tamario y desarrollo adecuado para iniciar el ensayo.

2.2.2 Preparacion del inéculo

La cepa virulenta comprobada de P. capsici para este trabajo fue provista por el

Servicio Agricola y Ganadero (SAG) gracias a la gestién realizada por el laboratorio de
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Fitopatologia del Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA-CRI La Platina, a
cargo de la ingeniero Agrénomo Paulina Septilveda (Figura 12). El patogeno fue
mantenido en el tiempo mediante siembras sucesivas de micelio en medio agar-papa

dexirosa (ampliamente conocido como medio PDA) a una temperatura de 24°C.

Figura 12 Micelio de P. capsici después de 12 dias de crecimiento, Al centro se aprecia una
seccion circular remanente del proceso de repique para mantencién del hongo en el tiempo en
medio PDA.

2.2.3 Meétodo de inoculacion

La inoculacién se llevé a cabo en plantas de C. annuum que tuviesen un
desarrollo de 6-8 hojas verdaderas. Para ello, se tomaron placas Petri sembradas con
micelio de P. capsici de 10-12 dias de crecimiento, asegurando que el micelio cubriera
la tolalidad de la superficie de crecimiento que permite la placa. Posteriormente el
contenido de la placa Petri (medio PDA + micelio) fue homogenizado en 50 mL de
agua destilada autoclavada y se vertio el conienido en el cuello de la planta (Figura

13).
30




Figura 13 Procedimiento de inoculacion con micelio activo en el cuello de la planta.

2.2.4 Disefio experimental para evaluacion de parametros fisioldgicos

Con Ila finalidad de seleccionar genotipos contrastantes a la resistencia, se
realizaron mediciones de la eficiencia fotoquimica del PSl, asimilacion de CO,,

cuantificacién de clorofilas totales, EROs y MDA,

Se seleccionaron dos genotipos resistentes (RESISTANT y PHYTOSUN) y dos
genotipos susceptibles (FINITA y PIM 677) a P. capsici. Como contral positivo de
infeccién se utilizd el genotipc CALIFORNIA WONDER, el cual es ampliamente
conocide por su alta susceptibilidad a este patégeno (Ezziyyani y col., 2004; Candole y

col., 2012),

El disefio experimental ufilizado fue un disefio completamente al azar, con 5
repeticiones por genotipo (Figura 14). Este ensayo fue hecho en duplicado debido a
que algunas mediciones eran de caricter destructivo (cuantificacién de clorofilas,

EROs y MDA).
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Figura 14 Diseiio experimental para la evaluacion de fluorescencia de clorofila,
intercambio gaseaso, cuantificacion de clorofila, EROs y MDA. En verde se presentan los
genotipos parentales resistentes y en amarillo los genotipos parentales susceptibles. El
genotipo CALIFORNIA WONDER se utilizé como control para verificar la infeccién de las
plantas.

2.2.5 Medicién de la eficiencia fotosintética del PSII

Debido a que la infeccion por P. capsici generara una situacion de estrés, se
decidio analizar la eficiencia fotosintética del PSII (FJ/F,), basado en los antecedentes
expuestos anteriormente, los cuales indican la posibilidad de dafio a los ceniros de

reaccion del PSIL.

La medicion de la eficiencia fotosintética del PSH (evaluada como F/F;) se
realizé usando un fluorometro modelo FMS2 portatilt (Hansatech Instruments Ltd.
Inglaterra). Para esto, la seccidn foliar a medir fue mantenida en oscuridad con pinzas
especiales durante 40 minutos previos a la medicion (Figura 15a y 15b). Todas las
mediciones mencionadas se realizaron en los dias 0, 3, 7 y 14 posteriores a la

inoculacion.
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2.2.6 Cuantificacion de clorofilas totales

Para verificar si existe una relacion entre una posible disminucidon de ia
fotosintesis y el contenido de clorofila, se procedié a cuantificar el contenido de estas

en diferentes tiempos posterior a la inoculacion.

El disefio experimental para muestreo y posterior cuantificacion de clorofilas
fotales fue el mismo mostrado en la Figura 14. Para esto, discos de 0,6 cm de diametro
desde tejido foliar fueron triturados usando N; liquido en mortero. Una vez abtenido un
polvo fino se afiadierorn 5 mL de acetona fria 80% v/v y se continud macerando hasta
obtener un homogenizado liquido. Se procedié a centrifugar el homogenizado obtenido
a 2.000 rpm durante 10 min a 4°C. Se rescatd el sobrenadante y se midié en
espectrofotometro. Las concentraciones de ciorofila a (¢;,) y clorofila b (¢,) se estimaron

de acuerdo a Lichtenthaler y Buschmann (2001) como:

Ca= (11,24 ™ Agsz) — (2,04 * Agar)
Cp= (20,13 * Agg7) — (4,19 * Agg3)

donde Asss ¥ Assy) Son las absorbancias de las muesiras a 663 y 647 nm
respectivamente. Los datos fueron expresados posteriormente como mg/m?
(miligramos de clorofilas totales (clorofila a + clorofila b) por metro cuadrado) {Madeira

y col., 2003).

2.2.7 Medicién de la asimilacion de CO; (4,) y conductancia estomatica (g.)

Debido al estrés hidrico provocado por el patégeno, se realizaron mediciones
de la asimilacidon de A, v gs, esta dltima relacionada directamente con los procesocs de

apertura y cierre estomatico.
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Para medir los pardmetros de intercambio gaseoso se utilizé e! analizador de
gases infrarrojo (InfraRed Gas Analyzer, IRGA) marca LICOR modelo 6400X (Figura
15c y 15d). Las mediciones se realizaron en condiciones de invemadero, con una
temperatura de 25°C #3°C, entre las 9:30 y 12:30 horas, usando una radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) de 600 nm y un flujo de CO, de 400 ppm, basado en
curvas previas de calibracién para pimiento realizadas en e! Laboratorio de Fisiologfa y
Genética Horticola del Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA La Platina. Las
mediciones mencionadas se realizaron en los dias 0, 3, 7 y 14 posleriores a la
inoculacion, siguiendo el mismo disefio experimental de la Figura 14. El fenotipado fue
realizado en base a una escala visual de 1 a 4, donde 1 representa una planta sin
marchitez visible hasta 4 que es una planta que llegé a caida producto de la marchitez

generada producto de la inoculacion.

Figura 15 Procedimientos de medicidn con analizador de gases infrarrojo {(IRGA, modelo
Licor 6400X) y fluorémetro de pulso modulado {(FMS2 de Hansatech). a) camara de
medicién de IRGA ablerta para posicicnar la hoja previo a la medicién, b) cédmara
herméticamente cerrada a fin de evitar fugas, ¢} clip para aclimatacién en oscuridad de la region
foliar previo a medicidn fluorométrica con el FMS2 y d) acoplamiento de la {ampara de pulso
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Iuminico.

2.2.8 Diseito experimental para evaluacion de produccion de EROs (H>0,)y
dario lipoperoxidativo

Se propusc medir 1a acumulacion” de H.0, a diferentes tiempos posterior a
inoculacion debido a que esta ERO comesponde a una especie intermediaria
proveniente de ofras EROs via accion enzimatica, y ademas, es la ERO con mayor
actividad funcional encontrada en procesos de estrés biético. El dafio celular generado
por la acumulacion de H,O, se verifico midiendo el contenido de malondialdehido
(MDA), el cual es el principal producto de la peroxidacién de las membranas lipidicas

celulares.

Para la cuantificacién de H,O, se utilizé el mismo disefio experimental mostrado
en la Figura 14. La cuantificacién de H,0, fue realizada en base a Velikova y col.
(2000). Para ello se tomaron 500 mg de tejido foliar, los cuales se homogenizaron en
frfo con 5 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% p/v. El homogenizado se centrifugé a
12.000 rpm durante 15 min y, finalizado el proceso, 0,6 mL de sobrenadante se
afadieron a 0,5 mL de buffer fosfato de potasio 10 mM pH 7,0 y 1 mL de iodt}xro de
potasio (KI) 1 M. La absorbancia del sobrenadante se midié a los 390 nm en
especfrofotémetro y la concentracion de H,QO, fue calculada en base a una curva de
calibracién hecha previamente. Las muestras fueron tomadas a las 0, 12, 24, 48 y 96

horas posteriores a la inoculacidn.

La cuantificacion de la lipoperoxidacion se hizo determinando la concentracion
de malondialdehido (MDA), el cual es un producto de la peroxidacion de las
membranas lipidicas celulares. Para ello se utilizd el mismo disefic experimental

mostrado en la Figura 14. Para esto, 1 g de tejido foliar se homogenizé en 5 mL de
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TCA 0,1% piv. E! homogenizado se llevo a centrifugacién a 10.000 rpm durante 5 min.
Posterior a este proceso se rescataron 0,5 mL del sobrenadante, el cual fue afiadido a
una solucion de 1,5 mL de TCA 20% que contenia acido tiobarbitarico (TBA) al 0,5%
p/v. La mezcla se calenté a 95°C durante 30 min e inmediatamente después se puso
en hielo. La muestra se centrifugd y se midid la absorbancia a 532 nm, a la cual le fue
sustralda la densidad Optica para absorbancia no especifica a los 600 nm. La
concentracion de MDA se calculé en base a su coeficiente de extincién molar (155 mi
T cm™). Las muestras fueron tomadas a las 0, 12, 24, 48 y 96 horas posteriores a la

inoculacion.

2.29 Analisis de componentes principales entre variables

La variacién conjunta de las variables medidas (dafio, FJ/F,, An gs, EROs, MDA
y clorofila) fueron analizadas mediante un métode multivariado de analisis
componentes principales (ACP) usando el programa STATGRAPHICS CENTURION
XV, con la finalidad de determinar correlacion entre variables y la distribucion de los

genotipos analizados a fravés de estas.

2.3 Mapeo de QTLs en poblacion segregante F,
2.3.1 Poblacién de mapeo, inoculacién y fenotipado.

Para el mapeo de (TLs se uflilizé una poblacion Fz compuesta de 180
individuos provenientes de un cruzamienio entre un genotipo resistente con uno
susceptible, basado en los resuliados obtenidos de los puntos 2.1 y 2.2. Las

condiciones de inoculacién fueron las mismas mencionadas en el punto 2.2.3. Ei
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fenotipado fue realizado en base a una escala visual de 1 a 4, donde 1 representa una
planta sin marchitez visible hasta 4 que es una planta que liegé a caida producto de la

marchitez generada producto de la inoculacion (Figura 30 Anexo).

2.3.2 Genotipado de poblacién F2

La poblacién de mapeo se genotipo mediante 3 tipos de marcadores genéticos:
Inter Simple Sequence Repeat (ISSR), Randon Amplified Polymorphism DNA (RAPD) y

Simple Sequence Repeat (SSR).

2.3.2.1 Amplificacién de las regiones [SSR

Los partidores ISSR utilizados se detallan en la Tabla VI.

Tahla V1 Secuencia de partidores tipo ISSR utilizados para la construccion del mapa de
ligamiento. H: (A, COT; R: (Ao G); Y:(CoT);B: (C,GoT)yV:{A,Co G).

Nombre Secuencia (5-3") Referencia
811 GAGAGAGAGAGAGAGAC Hermrera y col. (2002)
818 CACACACACACACACAG Herrera y col. (2002)
820 GTGTGTGTGTGTGTGTC Herrera y col. (2002)
825 ACACACACACACACACT Herrera y col. (2002)
826 ACACACACACACACACC Herrera y cal. (2002)
827 ACACACACACACACACG Morales y col. (2001)
834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT Morales y col. (2001)
836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA Herrera y col. (2002)
840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT Herrera y col. (2002)
841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC Herrera y col. (2002)
845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG Morales y col, (2001)
848 CACACACACACACACARG Hermrera y col. (2002)/ Morales y col. (2001)
849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA Morales y cal. (2001)
860 TGTGTGTGTGTGTGTGRA Morales y cal, (2001)
888 BDBCACACACACACACA Herrera y col. (2002)
880 VHVGTGTGTGTGTGTGT Herera y col. (2002)

Las amplificaciones de las regiones ISSR se llevaron a cabo en un volumen

final de reaccion de 30 ul, el cual contenia 0,6 mM de dNTPs, 1,5 U de Taq polimerasa,
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1X buffer PCR, 5 mM de MgCI2, 0,6 mM de primer y 50 ng de ADN. El programa de
PCR consistié en un ciclo de denaturacion inicial a 94°C seguido de 30 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 44°C por 45 segundos y 72°C por 90 segundos, finalizando la
reaccion con un periodo de extensién final a 72°C durante 7 minutos. Los productos de

PCR se separaron en geles de agarosa 1,5% preparados con tampén TBE 1X.

2.3.2.2 Amplificacion de las regiones RAPD
Las regiones RAPD amplificadas se detallan en la Tabla Vi

Tabla VIl Secuencia de partidores tipo RAPD utilizados para la construccion del mapa de
ligamiento.

Nombre Secuencia (5-3') Nombre Secuencia (5'-3') Nombre Secuencia (§-3")
OPB-01 GTITCGCTCC OPC-04 CCGCATCTAC OPH-07 CTGCATCGTG
OPC-01 TTCGAGCCAG OPH-04 GGAAGTCGCC OPB-08 GTCCACACGG
OPH-01 GGTCGGAGAA OPB-05 TGCGCCCTTC OPC-08 TGGACCGGTG
OPB-02 TGATCCCTGG OPC-05 GATGACCGCC OPH-08 GAAACACCCC
OPC-02 GTGAGGCGTC OPH-06 AGTCGTCCCC OPB-09 TGGGGGACTC
OPH-02 TCGGACGTGA OPB-06 TGCTCTGCCC OPC-09 CTCACCGTCC
OPB-03 CATCCCCCTG OPC-06 GAACGGACTC OPH-09 TGTAGCTGGG
OPC-03 GGGGGTCTTIT OPH-06 ACGCATCGCA OPB-10 CTGCTGGGAC
OPH-03 AGACGTCCAC OPB-07 GGTGACGCAG OPC-10 TGTCTGGGTG
OPB-04 GGACTGGAGT OPC-07 GTCCCGACGA OPH-10 CCTACGTCAG

Las amplificaciones de las regiones RAPD se realizaron en un volumen final de
20 pL el cual contenia 50 ng de ADN genémice, 5 pM de partidor, 2,5 mM de cada
dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 1 U de Taq polimerasa y buffer de PCR 1X. El programa de
amplificacion por PCR fue el siguiente: un ciclo de denaturacion inicial a 94°C durante y
minutos seguido de 39 ciclos de denaturacion a 94°C por 1 minuto, 36°C por 1 minuto y
72°C por 2 minutos, para finalizar con un ciclo de extensién final a 72°C durante 7

minutos.
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2.3.2.3 Ampilificacién de regiones SSR

El protocolo de amplificacién de regiones SSR y su separacidn de los productos

mediante electroforesis fue el mismo descrito en el punto 2.1.3.

2.3.3 Construccion de mapa de ligamiento

La construccion del mapa de ligamiento se realizé con el programa
MAPMAKER {Lander y col., 1987). Se utiliz6 un umbral de recombinacién de 0,4, lo
cual implica que marcadores con frecuencias de recombinacion igual o superior a 0,4
se consideraran como marcadores no ligados. Ademas se asumid un valor LOD (por el
inglés Logarithm (base 10) Of Odds) de 3, lo cual implica que dos marcadores con un
valor de LOD igual o superior a 3 presentan ligamiento y su probabilidad de ligamiento
es 1.000 {o mas) veces mayor en comparacion a un par de marcadores que se asuman

no ligados.

2.3.4 Modelamiento estadistico de Ia asociacion fenotipo-marcador

Se utilizaron dos modelos de asociacién: un modelo exploratorio de regresion
lineal simple y un modelo de mapeo por intervalo compuesto (MIC), el cual presenta
mayor sofisticacién estadistica y que permite determinar posicion e intervalo del o de

los QTLs mapeados.

El modelo exploratorio comrespondié a un modelo de regresion lineal utilizado

fue el siguiente:

y= p0+Plx+e
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donde y es el valor fenotipico de un individuo, 0 es la media poblacional de Fz, f1 es
el efecto aditivo del locus sobre la caracteristica y e es el término del error residual del
modelo. x se relaciona con la codificacién del locus bajo andlisis (-1 o 1 para alelos
provenientes de un marcador dominante y -1, 0 y 1 para alelos provenientes de
marcadores codominantes, donde -1 y 1 corresponde a los genotipos homocigotos y 0

al genotipo heterocigoto).

El MIC permite reducir el error del modelo asociado a la precisién de la
deteccion del QTL mediante la inclusion de cofactores, los cuales son posibles QTLs
colindantes a la region que esta siendo analizada. El modelo estadistico asociado al

CIM se define como
y= B0+ B1lx1+ B2x2+ ..+ Pnxn+ Bixi+e

donde £1, B2, ..., fn son los efectos aditivos de los n cofactores, x1, x2, ..., xn son los
coeficientes para los n cofactores (-1 o 1 para alelos provenientes de un marcador
dominante y -1, 0 y 1 para alelos provenientes de marcadores codominantes, donde -1
y 1 comresponde a los genotipos homocigotos y 0 al genotipo heterocigoto), pi es el
efecto aditivo de la posicién del intervalo cromosémico que esta siendo evaluado y xi
es el coeficiente para la posicién del intervalo evaluado basado en los genotipos de los

marcadores colindantes a la regién evaluada.
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3 RESULTADOS

3.1 Divergencia genética en 57 accesiones de Capsicum annuum

3.1.1 Condiciones de PCR y prueba de polimorfismo de partidores SSR

De los 87 pares de partidores analizados se seleccionaron 12 SSR que
presentaban amplificacién clara por anadlisis de PCR y posterior visualizacion en
transiluminador para los analisis de divergencia genética (Figura 16). El nGmero
promedio de alelos encontrados fue de 3,58, oscilando entre 2 y 8, siendo el locus

Agi096 el mas polimdrfico con 8 alelos para la poblacion total analizada (Tabla VIIl).

Figura 16 Test de polimorfismo de loci SSR para su seleccidn en estudio de divergencia
genética. Cada carril corresponde a una muestra de ADN amplificada seleccionada al azar
entre las 57 accesiones analizadas. Cada set de partidores se analizé en 3 accesiones. Se
enmarcan las muestras 7-9 y 16-18, en las cuales se verificd polimorfismo de los SSR Agi021 y
Agi042.

Tabla VIl Detalle de los SSR amplificados para el analisis de divergencia genética. Motivo:
Regidn repetida en tandem; NA: Nimero de alelos detectados para la poblacién total de 57
accesiones de Capsicum annuum analizadas.

Locus Motivo Secuencia NA

Agin21 (TTTA). F: geegitgagagagatgagac 4
R: agggactgacacgaccaa

Agi033 (CAA) F: cgggtegtagtcaagaacaag 4
R: ccictcaaccaagecaaact

Agio42 {AAC) F: cteatcaacecacclicatea 3

R: titteggagacggageag
41




{Continuacitn Tabla VIIl}

Agi08s (CTG)s F: aglceligecgatgtigaag 3
R: gcagcagcagttaaceatga
Agioge (CAT)Y F: gggaagagaaatigigaaagea 8
R: atgccaacaatggeatecta
AgiDos AGA)r; F: ttecgagattgacacactgg 4
R: agcaaclicagcagcaace
cAMS-015  (ACHAT(ACRA(TA)  F: lcatgiigattatgcittigtica 2
R: ccalglaligtatgataccigagaaa
CAMS-024 (TG)uTT{(TGh F: tgttgaggcttoggaaaaac 4
R: caagataatgggtagaaaggeaac
CAMS-117 (TG)u(TA)s F: tigtggaggaaacaageaaa 3
R: cctcageccaggagacataa
CAMS-153  (TAR(TGWCG(TG)s F:igcacaaatatgaatcccaaga 2
R: aaglcagcaaacacalcigacaa
Hpms 1-111 (AAT)1 F: aagctialcecittcaaatataa 3
R: atatctcacgtatigeggattett
Hpms 1-145 {CT)n(AThs F: ageitgigicataalciigaaaaactc 3

R: tgaaaagacgatiilgictaatgeg

3.1.2 Seleccion del mejor método de agrupamiento

Para seleccionar el método de agrupamiento jerarquico que mejor representase
la relacion entre la distancia genética original entre accesiones y distancia cofenética
del dendrograma, se uiilizé come herramienta el coeficiente de correlacion cofenética
(CCC). Un mayor valor del CCC fue obtenido usando el método de agrupamiento NJ
(Neighbor-Joining, CCC = 0,823), en comparacion al CCC obtenido utilizando el
método de agrupamienic UPGMA {Unweighted Pair Group Method with Arithmetic

Mean, CCC = 0,765), como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17 Coeficientes de correlacion cofenética (CCC) para dos meétodos de
agrupamiento en 57 accesiones de C. annuum. a} Distancia genética de Yao usando el
método de agrupamiento NJ y b) Distancia genética de Yao usando el métode de agrupamiento
UPGMA.

3.1.3 Construccidn del dendrograma de relaciones genéticas entre 57
accesiones de C. annuum.

El dendrograma, construido en base a los resultados obtenidos mediante la
determinacion del CCC, se observa en la Figura 29 (Anexo). Tres diferentes grupos
pueden ser identificados. En el grupo 1 se agruparon todas las accesiones tipo aji,
ademas del genotipo susceptible FINITA y el resistente PHYTOSUN. En el grupo 2 de

encuentran los genotipos CALIFORNIA WONDER y RESISTANT, mientras que en el

tercer grupo aparece ia accesion susceptible PIM 677.
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3.2 Analisis visual del dario y variables fisiologicas evaluadas en genatipos
parentales de poblacion de mapeo F;

3.2.1 Evaluacidn visual del dafio

Los resultados de la evaluacién visual del dafio se aprecian en la Figura 30
(Anexo). De una escala visual de dafio desde 1 a 4, donde 1 representa inexistencia
de dano y 4 representa planta en suelo producto de la marchitez producida por P.
capsici, los genotipos resistentes y susceptibles promediaron al dia 14 valores de 1 y 4,
respectivamente.

3.2.2 Evaluacion de eficiencia fotosintética, clorofilas totales, intercambio
gaseoso, H,0, y MDA

Con Ia finalidad de seleccionar los genotipos més conirastantes en su respuesta
ante el ataque del patdgeno P capsici, de manera tal de ser utilizados como parentales
de una poblacidn segregante F, destinada al mapeo de QTLs de resistencia, se
procedid a realizar mediciones relacionadas con parameiros de eficiencia fotosintética
del P31l (FJFn,), contenido de clorofilas totales, intercambio gaseoso (A, ¥ ¢s) ¥

produccién de EROs (H,0, y MDA) en los genotipos candidatos.

3.2.2.1 Eficliencia fotosintética del fotosistema Il (PSIl)

Debido a que el PSII es: uno de los componentes de todo el sistema
fotosintético méas sensibles a los efectos de diferentes tipos de estrés, se propuso
evaluar su funcionamienio mediante la medici6bn la razén entre [a fluorescencia

clorofilica variable y la fluorescencia clorofilica méaxima.




Los resultados indican que los valores de FJ/F; comienzan a mosirar una

disminucion significativa por parte del genotipo PIM 677 (susceptible) 7 dias después
de la inocuiacién. Al dia 14 posterior a inoculacién, ambos genotipos susceptibles
muestran ba};ls significativas en los niveles de F,/F, en comparacion a sus controles al
dia 0 (disminuciones de 37,65% y 37,84% para los genotipos PIM 677 y FINITA,
respectivamente) y a los genotipos resistentes en el dia 14. Esta situacion, sin
embargo, no se ve reflejada en los genotipos PHYTOSUN y RESISTANT, los cuales
presentan, en el dia 14, valores promedio de F/F,, de 0,791 y 0,78, respectivamente,

no apreciandose diferencias significativas con sus valores iniciales (0,817 y 0,821,

respectivamente) (Figura 18).
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Figura 18 Eficiencia fotoquimica del PSll de los genotipos parentales en el tiempo 0 y a
través de los 3 tiempos posteriores a la Inoculacién. Asteriscos indican diferencias
significativas entre el genotipo y su control correspondiente al dia 0, mientras que letras indican
diferencias significativas entre genotipos dentro de un mismo tiempo de medicién (p<0,05). Las
comparaciones entre genotipos con su control respectivo al dia 0 se realizaron mediante una
prueba t-student pareada, mientras que las diferencias entre genotipos dentro de un mismo
tiempo de medicién se realizaron mediante un ANDEVA vy posterior prueba de comparacion de
medias de Duncan.
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3.2.2.2 Cuantificacion de clorofilas totales

Los resultados para la cuantificacidon de clorofilas totales son mostrados en la
Figura 19. Al dia 0 ya existian diferencias en la concentracion de clorofilas totales
entre genotipos, siendo PIM 677 el que presentaba una menor concentracion entre los
4 evaluados. No se observaron diferencias de las concentraciones entre los dias 0 y 3.
Las primeras diferencias (no producidas por el efecto genotipo) se observaron en el dia
7 post inoculacién, donde FINITA disminuye su concentracién de clorofila. Las
disminuciones del contenido de clorofilas se acentian mas en el dia 14, momento en el
cual FINITA alcanza su menor contenido, presentando diferencias significativas tanto
con su control al dia 0, como con la medicién al dia 7 (pf0.05, no mostrado en: gr;ﬁco).
En el caso de PIM 677, su contenidc al dia 14 es diferente significativamente al dia 0,

no asi al dia 7. Los genotipos resistentes, si bien exhiben una leve disminucion, ésta no

es significativa respecto a su contro! al dia 0.
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Figura 19 Contenido de clorofilas totales en los genotipos parentales en el tiempo 0 y a
través de los 3 tiempos posteriores a la inoculacidn. Asteriscos indican diferencias
significativas entre el genotipo y su control correspondiente al dia 0, mientras que letras indican
diferencias significativas entre genotipos dentro de un mismo tiempo de medicién (p<0,05). Las
comparaciones enfre genotipos con su control respectivo al dia 0 se realizaron mediante una
prueba i-student pareada, mientras que las diferencias enire genotipos dentro de un mismo
tiempo de medicién se realizaron mediante un ANDEVA y posterior prueba de comparacion de
medias de Duncan.

3.2.2.3 Asimilacién de CO; (A,)

La evaluacion de la fotosintesis neta a través del tfiempo fue determinada a
través de la asimilacion de CO, a nivel foliar (A,) presenté diferencias significativas
como se aprecia en la Figura 20. Al tiempo 0 de inoculacién, los genotipos
presentaban un promedio de A, de 26,67 pmol CO, m?s™, Sin embargo, al dia 7
posterior a la inoculacion se observa un decaimiento significativo en los genotipos
susceptibles (33,69% y 3041% para PIM 677 y FINITA, respectivamente),
acentuandose aun mas en el dia 14 de medicion (59% y 69,6% para PiM 677 y FINITA,
respectivamente), en el cual ambos genotipos susceptibles presentan niveles de

asimilacion neta menores en comparacién a los genotipos resistentes.
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Figura 20 Fotosinfesis medida como la asimilacion neta de CO, de los genotipos
parentales en el tiempo 0 y a través de los 3 tiempos posteriores a la inoculacion.
Asteriscos indican diferencias significativas entre €l genotipo y su control correspondiente al dia
0, mienfras que lefras indican diferencias significativas enire genotipos denfro de un mismo
tiempo de medicidn (p<0,05). Las comparaciones enire genotipos con su control respectivo al
dia 0 se realizaron mediante una prueba t-student pareada, mientras que las diferencias entre
genotipos dentro de un mismo Hempo de medicidén se realizaron mediante un ANDEVA y
posterior prueba de comparacién de medias de Duncan.

3.2.2.4 Conductancia estomatica (g;)

Debido a que la infeccion por P. capsici genera una disminucion del transporte
hidrico xilematico producto del crecimiento del hongo denfro de estos y también una
disminucion de la asimilacion de CO, en los genotipos susceptibles, se evalud la
apertura y cierre de los estomas. La propagacion del hongo a fravés del xilema puede
inducir un estres hidrico, lo que implicaria un cierre estomatico, lo que conlieva a una

menor asimilacion de CO..

La gs (Figura 21) siguid un patron de comportamiento similar al presentado por
la A,. Los cuatro genotipos presentan al dia 0 un promedio de 0,505 mol H,0 mZs™,
manteniéndose sin variaciones significativas hasta el dia 3 (promedio de 0,511 mol
H,O m™s™). En el dia 7 se aprecia un decaimiento de la gs en genotipos susceptibles,

situacién que se acentda ain mas al dia 14. Un punto importante a destacar es que el
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genotipo FINITA presenta una disminucion significativa de la g, entre el dia 7 y el 14
(prueba t-pareada, p<0,05, no mostrado en grafico), a diferencia del genofipo PIM 677,

el cual no muestra disminuciones de la g posterior al dia 7 de medicion.

t1Phytosun (R)
m Resistant (R)
2 Pim 677 (S)
wFinita (S)

g (mol H,0/ m?s)

Figura 21 Conductancia estomatica de los genotipos parentales en el tiempo 0 y a través
de los 3 tiempos posteriores a la inoculacién. Asteriscos indican diferencias significativas
entre el genotipo y su control correspondiente al dia 0, mientras que letras indican diferencias
significativas entre genotipos dentro de un mismo tiempo de medicion (p<0,05). Las
comparaciones entre genotipos con su control respectivo al dia 0 se realizaron mediante una
prueba t-student pareada, mientras que las diferencias enfre genotipos dentro de un mismo
tlempo de medicidn se realizaron mediante un ANDEVA y posterior prueba de comparacion de
medias de Duncan.

3.2.2.5 Cuantificacién de peroxido de hidrogeno

Como fue mencionado en el punio 1.5.3, las EROs (y, de manera especial el peréxido
de hidrégeno) juegan un papel importante en las respuestas de las plantas antes estrés
bictico, debido a su contribucion en la activacion de cascadas de respuesta ante estrés
bidtico, pero ademas, se han visto involucradas en la degradacién de componentes
estructurales y funcionales primordiales del complejo fotosintético PSII, especialmente

de la proteina D1.
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Los resultados muesiran que el genolipp PHYTOSUN presenta el primer
aumento significativo de H;O, a Ia hora 12 posterior a inoculacién, con un promedio de
2,95 pmol de H,0,/g P.F. Como se muestra en la Figura 22, la concentracién de H,O,
continda aumentandc desde Ia hora 0 hasta la hora 48, tanto en genctipos resistentes
como en susceptibles. Sin embargo, en la hora 48 se aprecia un estancamiento en el
avance de la acumulacién de H;O: en los genotipos resistentes (promediando
PHYTOSUN y RESISTANT concentraciones de 3,56 y 3,75 pmol de H,O./g P.F
respectivamente), a diferencia de los susceptibles, mostrando en las horas 48 y 96
posterior a Inoculacién diferencias significativas enire genotipos resistentes y
susceptibles. Cabe mencionar también que en el caso de los genotipos resistentes, se
aprecia una disminucién significativa de la concentracion de H,O, entre las horas 48 y

96 (p<0,01).

=
[=]

m Phytosun {R)
= Resistant (R}
® Pim 677 (S}
m Finita (S)

H30; (pmol/g P.F)
O B N W M ooy~ W

Oh 12h 24h 48h 96 h

Figura 22 Contenido de peréxido de hidrégeno en los genotipos parentales en el tiempo 0
y a través de los 4 tiempos posteriores a la inoculacién, expresado como pmol de H,0,
por gramo de peso fresco. Asteriscos indican diferencias significativas entre el genofipo y su
control correspondiente a la hara 0, mientras que letras indican diferencias significativas entre
genotipos dentro de un mismo tiempo de medicién (p<0,05). Las comparaciones entre
genotlipos con su control respective a la hora 0 se realizaron mediante una prueba t-student
pareada, mientras que las diferencias entre genotipos deniro de un mismo tiempo de medicion
sa realizaron mediante un ANDEVA y posterior prueba de comparacion de medias de Duncan.
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3.2.2.6 Daiio lipoperoxidativo

La cuantificacién de malondialdehido (MDA) tiene directa relacién con el dafio
celular producido por la acumulacién de EROs, debido a que este es el producto mas
significativo de la peroxidacion lipidica de los Acidos grasos insaturados de la

membrana celular generados por las EROs.

El dafio lipoperoxidativo, evaluado mediante la cuantificacién de MDA, mostrd
un comportamiento similar al mostrado por la acumulacion de H,O, (Figura 23). Entre
las horas 0 y 48 se observa un incremento constante y significativo del dafio
lipoperoxidativo, tanto en genoctipos resistenies como susceptibles, exhibiendo
aumentos de 40,9%, 59,45%, 66,23% y 81,04% para los genotipos PHYTOSUN,
RESISTANT, PIM 677 y FINITA, respectivamente, en comparacion a sus coniroles en
la hora 0. Ya en la hora 96 se aprecia una detencioén del dafio en genotipos resistentes,
manteniéndose en 2,96 nmol/g P.F como promedio, no asf en genotipos susceptibles,
los cuales presentan un aumento considerable a la hora 96 al ser comparados con las
muestras tomadas en la hora 48, llegando a niveles promedio de 6,13 nmol/g P.F

(p<0,01).
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Figura 23 Contenido de malondialdehido (MDA) en los genotipos parentales en el tiempo
0 y a través de los 4 tiempos posteriores a la inoculacién, expresado como nmol de MDA
por gramo de peso fresco. Asteriscos indican diferencias significativas entre el genotipo y su
control correspondiente a la hora 0, mientras que letras indican diferencias significativas enire
genotipos dentro de un mismo tiempo de medicidn {p<0,05). Las comparaciones enire
genotipos con su control respectivo a la hora 0 se realizaron mediante una prueba t-student
pareada, mientras que las diferencias enire genotipos dentro de un mismo tiempo de medicidn
se realizaron mediante un ANDEVA y posterior prueba de comparacién de medias de Duncan.

3.2.3 Andlisis de componentes principales (ACP)
i
‘.

Los resultados gréaficos y numéricos del ACP para los Ultimos tiempos de medicion son

mostrados en la Figura 24 y Tabla IX, respectivamente.
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Figura 24 Gréfico biplot resultante del analisis de componentes principales para las
variables fisioldgicas y dafio visual en los genotipos resistentes y susceptibles
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evaluados como potenciales parentales de una poblacion de mapeo genético. La
contribucién de cada componentes es mostrado en forma de porcentaje en cada eje.

Tabla IX Tahla de pesos de las variables dentro de cada componente. El porcentaje de
contribucion de cada componente se muestra entre paréntesis.

Componente 1 Componente 2

Variable ™ 96 6%) (2,8%)
A; 0,3797 -0,1293
FiFn 03780 04127
Clorofla  0,3683 0,6286
g 0,3740 0,4918
EROs  -0,3831 -0,0218
MDA  -0,3828 0,2148
Dafio  -0,3796 0,3595

Los resultados indican que el componente 1 logrd explicar un altisimo porcentaje
de la variacién total de los datos, con un 96,6%, dejando al componente 2 con solo un
2,8%. La contribucion de cada variable dentro de cada componente (Tabla IX) muesira
que, dentro del componente 1, todas las variables practicamente contribuyen en igual
medida la variaciébn cbservada, mientras que en el componente 2, el contenide de

clorofila, la g, y el F./F,, fueron las variables con mas peso en la variacidn observada.

3.3 Mapeo de loci de rasgos cuantitativos en poblacian F;

Debido a la alta similitud de comportamiento fenotipico (visual y fisiol6gico) de los
genotipos resistentes, no existian evidencias para inclinar la decisidn por la seleccion
enfre uno u otro genotipo, por lo cual se decidid seleccionar a PHYTOSUN como
parental resistente. En ¢l caso de la seleccion del genotipo susceptihle, se optd porla
seleccion del genotipo FINITA debido a que éste mostrd disminuciones mas marcadas
en los dia 14 de medicién para las variables de conductancia estomatica y contenido

de clorofilas totales.
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3.3.1 Distribucion de los individuos de la F; a través del dafio generado al dia
14 post-inoculacion

Una vez seleccionados los parentales, las semillas de la poblacién de mapeo F,
procedente del cruzamiento entre los genotipos PHYTOSUN y FINITA se germinaron, y
las plantulas obtenidas se ftrasplantaron e inocularon usando los mismos
procedimientos descritos en los puntos 2.2.1, 2.2.2 y 2.2.3. Los resultados de la
evaluacion visual del dafic (conocido como marchitez o fristeza del pimiento) en la
poblacién F, se aprecian en la Figura 25. El fenotipo de las plantas para cada nivel de

dario (desde 1 a 4) se presenta en la Figura 30 {(Anexo).
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Figura 25 Distribucion de los individuos de la poblacion de mapeo F; a través de los
diferentes niveles de dafio al dia 14 post-inoculacién.

El nivel que presenté el mayor niimero de individuos al dia 14 fue el nivel 3 (75
individuos), seguido del 4 (51 individuos), 3 (33 individuos) y 1 (21 individuos).

3.3.2 cCuantificacién alélica y filtrado de marcadores para construccion de mapa
de ligamiento

Los resultados de las amplificaciones de los marcadores indicaron que, de 205

alelos detectados para los marcadores dominantes ISSR y RAPD, 174 fueron
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polimérficos entre los parentales, y de estos 174 alelos polimérficos, 29 alelos (16,6%)
presentaron distorsion de segregacion en la poblacién F, en base a la prueba Chi-
cuadrado, la cual se aplica esperando una segregacion 1:1 de los alelos polimorficos
en los parentales, por tratarse de marcadores dominantes los cuales se presentan

como presencia o ausencia de banda.

En el caso de los SSR, de 87 marcadores evaluados solo 30 se presentaron
como polimérficos entre los parentales. De estos 30, 17 SSR presentaron distorsion de
segregacion en base a la prueba Chi-cuadrado, la cual se aplica esperando que la
proporcion de segregacion sea 1:2:1 {(homocigoto alelo 1: heterocigoto: homocigoto

alelo 2) por tratarse de un marcador codominante (Tabla X).

Tabla X Resumen de la amplificacion de los marcadores para ia construcciéon del mapa
de [lgamiento en poblaclén F,. El concepto loci es utilizado para indicar, solo en esta tabla,
una regién lnica a amplificar (*) (como es el caso de los SSR) o varios alelos amplificados en
regiones azarosas del genoma (**} (como es el caso de los marcadores RAPD e ISSR).

Marcadores Loci Loci Loct con distorsion Loci usados en
Marcador - N iz
evaluados amplificados Polimoérficos  de segregacion mapa
SSR 87 87 (" 30(%) 17 (19.54%) {*) 13
ISSR 16 94 (") 75(™) 16 {17,02%) (**) 59 (*")
RAPD 30 1M1 (™) 99 (™) 13 (11,71%) (™) 86 (*)

Total: 158

3.3.3 Construccion del mapa de ligamiento genético

El mapa de ligamiento (Figura 26) fue construido en el programa MAPMAKER
(Lander y col., 1987), usande la funcion de mapec de Kosambi (la cual asume
interferencias positivas en la meiosis, es declr, considera la probabilidad de existencia

de quiasmas cercanos a las regiones de recombinacién enfre marcadores mapeados a
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Figura 26 Mapa genético construido en base a marcadores dominantes (ISSR y RAPD} y
codominantes (SSR). En total se construyeron 14 grupos de ligamiento (denominados C1, C2,
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diferencia de otras funciones mas basicas de mapeo) y visualizado en el programa

WINDOWS QTL CARTOGRAPHER V2.5 (Wang y col., 2007).

f

56

a0 OPCL0-50
180 ISSR-50-80
0 —] 1 _— OPS03-1200
o0 OPH-0E-1300
o O oot tm
530 ] e
890 —] | iSS-S0
1210 =T 55R-336-1500
1510 ISSR-041-1300
1850 = | op-*-cz-%
1850 — ol OPC-GT
cM C8
o0 7S 15593111500
630 CPs-10-720
50— ISSR-E53-1700
810 — T oPe1500
250 :7’ CPr-03-1300
0 OPS-0L-650
1580 CUX0S
1650 - Eeats-a
200 — T ISSR-E5-500
2320 OFH-10-750
2330 OP=-01-1100
3060 —— CPE-05-1500
cM  Cc12
as — ISSR-E36-0500
1.0 OPHC7-500
[0 CPHG7-1500
ki T 7 155R-250-1100
00 N = OP-06-1503
7i0 —/ \ CPC-03-1502
1470 CPS-10-340
130 SSSR-341-2100
190 ——"]—— ISSR-3LE0
1730 ISSR-345-1500
e —~ ) | —oranem
2080 S P02t
M C14
Qo ©PE-06-551
0 — 1 ~—Oop01e2e
a0 —F | —cArsss
180 CPE-06-150
220 —T~—— CPC-0t-300
290 —— OPEG-550




El mapa consta de un total de 158 marcadores, de los cuales, como ya se

menciond en la Tabla X, 145 corresponden a marcadores dominantes y 13 a

marcadores codominantes del tipo SSR. El promedic de distancia de recombinacion
fue de 15,5 centimorgan (¢cM), siendo los GL 11, 5 y 3 los que presentaron el mayor
tamafio en términos de nimero de marcadores (17, 16 y 15, respectivamente) y los GL
8, 5 vy 7 los que mostraron el mayor tamano en iérminos de distancia genética

abarcada por sus marcadores (25,5, 22,9 y 20,42 cM respectivamente).
|
3.3.4 Mapeo de QTLs

3.3.41 Método de regresién lineal simple

1

Los resultados del méfodo de regresian simple se muestran en la Tabla Xl. Tres

f
marcadores fueron encontrados significativamente ligados a la caracteristica. Estos
fueron 1SSR-811-350, ISSR-836-280 y HPMS-2-21, son cuales explicaron un 7,17,

16,43 y 19,94% de la variacion fenotipica de la resistencia.

Tabla X1 Resumen estadistico del método de regresién simple para mapeo de QTL. Solo
se muesfran los resultados de los marcadores que presentaron ligamiento estadistico con el
rasgo de resistencia. La columna encabezada por 2In{L0/L1) es el test de razén de verosimilitud
{LR, por el inglés Likelihood Ratio test), el cual es un método andlogo al valor de LOD. Su
relacion se basa en la ecuacién LOD = 0,217*LR. pr (F) indica la significancia de B1 para cada
marcador. (*) indica significancia al 5% y (**} indica significancia al 1%. R? indica la proporcitn
de variacion fenotipica explicada por el QTL (GL: Grupo de ligamiento).

i

GL Marcador BC  B1  2In(LOL1) pr (F) R?
1 ISSR-811-350 1,627 0,481 14,87 0,000127111*  0,0717
1 ISSR-836-280 1,66 0,774 35,888 0,000000003*  0,1643

1 HPMS-2-21 1,636 0,863 44483 0,000000000**  0,1954




3.3.4.2 Método de Mapeo por Intervalo Compuesto (MIC)

El MIHC, después de 500 permutacicnes de analisis, dejé en evidencia una

|
i
region en el cromosoma 1 (Figura 27) controlando al rasgo de resistencia. Otro pico

menor puede ser visualizado en el cromosoma 12.
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Figura 27 Modelamiento de la probabilidad de ligamiento entre regiones cromosémicas y
resistencia a P. capsici a través de los 14 GL construidos. La linea horizontal roja marca el
valor de LOD umbral (LOD = 3) que se establecid para confirmar la hipdtesis de asociacion. El
grafico inferior detalla el efecto aditivo del QTL, confirmando que se trata de un QTL de
resistencia. ¥
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La Figura 28 muesira un detalle del QTL encontrado en el cromosoma 1. La
regién tiene un maximo valor de LOD cercano a 10 y contiene dentro de si a los
marcadores |ISSR-811-350, ISSR-836-280 y HPMS-2-21. La regién se extiende por 49

cM, entre las distancias 10 y 59.
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Figura 28 Detalle de una regién QTL del GL 1 mapeada en este estudio. Sobre el gje X se
muestran los tres marcadores dentro del QTL. La linea roja horizontal marca el umbral de
probahilidad para determinar la asoclacion entre la regién cromosdmica y la resistencia, ademas
de delimitar la extension del QTL.
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i 4 DISCUSION

4.1 Analisis de divergencia genética entre 57 accesiones de C. annuum

Il

lL.os resultados generados a partir de la amplificacidn de doce regiones SSR
para el ané%isis de divergencia genética en 57 accesiones de C. annuum arrojaron un
nl]merc? promedio de alelos por locus SSR analizado de 3,58, superior & lo mostrado en
otros c!-zstudios de caracterizacion y determinacién de diversidad genética en
germo;ﬂasma de C. annuum, en los cuales se han presentado promedios de 3,04 (Rai
y col, 12013) y 2,78 (Dhaliwal y col., 2014). Respecto a la seleccion del método de
agrupamiento, el coeficiente de correlacion cofenética {CCC) arrcjé un valor de 0,82
para el:método NJ, superior al presentado para el método UPGMA cuyo CCC fue de
0,76. Sin embargo, ambos valores son considerados como muy bueno y bueno,
respectivamente, por diferentes autores (Martinez-Falero 19985; Ghasemi y col., 2014),
por lo l;anto, los dos métodos de agrupamiento se muestran Sptimos para ajustar la

distancia genstica original con la distancia cofenética proveniente de los potenciales
|

dendroéramas.

En el dendrograma de relaciones gensticas fue posible distinguir tres grupos:
Un grupo denominado como Grupo 1 el cual agrupa todas las accesiones de tipo ajl,
ademas de las accesiones FINITA y PHYTOSUN (entre ofras accesiones tipo
pimientt;n). El segundo grupo (Grupo 2) se conformé solamente por accesiones tipo
pimienté). donde se encuentran las accesiones RESISTANT, CALIFORNIA WONDER y
TAMBdRA.:;En el dltimo grupo (Grupo 3) se encuentra la accesion comercial FYUCO y

el material| parental susceptible PIM 677. Estos resultados concordaron con
il
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evaluaciones fenotipicas de rasgos frutales de estas accesiones (peso fresco,
porcentaje de materia seca, didmetros polares y ecuatoriales, grosor de pericarpio y
grados Brix; datos no mostrados en esta discusion), existiendo una relacion entre los
grupos y la distribucion de las caracteristicas fenotipicas medidas. Por ejemplo, el
Grupo 2 presentd los mayores valores de didmetro ecuatorial, peso fresco y didmetro
ecuatorial, mientras que el grupo 3 presenté los mas altos valores de °Brix y diametro
polar, y, por ultimo, el grupo 1 destacé en % de materia seca, por lo cual el
agrupamiento genético generade por los marcadores SSR condicen con rasgos
fenotipicos Qe interés agrondmico evaluados previamente.
i

La divergencia genética existente enifre [os materiales resistentes a P. capsici
podria supgner la existencia de fuentes genéticas variables de resistencia y la
posibilidad de emplear esta variabilidad para maximizar la probabilidad de encontrar
marcadores polimérficos entre parentales en la construccion de mapas genéticos, Noir
y col. (2003), quienes identificaron un QTL de efecto mayor controlando la resistencia a
Meloydogine exigua en Coffea arabica, afirman que el hecho de que los parentales
susceptibles y resistentes utilizados en el estudio tuviesen una divergencia genética
baja, limita ‘ias posibilidades de implementar otras metodologias de mapeo de QTLs,
como por ejemplo, el método Bulk-segregant analysis (BSA). Por otro lado, Hall y col.
{2006) analizaron el nimero de QTLs para rasgos florales en Mimulus guttatus,
encontrando que en cruzas interespecificas pudieron ser detectados 24 QTLs, en
contraste con los 16 QTLs mapeados en un cruzamiento intraespecifico. Esto indica
que el uso de parentales divergentes maximiza la probabilidad de encontrar
marcadores ligados a una caracteristica producto de una mayor variacién alélica entre

parentales.
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Otro puntc importante a destacar relativo a la distribucion de genotipos
resistentes y susceptibles a través de diferentes grupos genéticos es la posibilidad de
explotar una potencial heterosis de la caracteristica (la heterosis definida como el
fendémeno genético en el cual el promedio de un hibrido F, para una caracteristica
estudiada es superior al promedio de las lineas puras parentales para esa
caracteristica), debido a que se ha comprobado ampliamente una relacién directa entre
la divergencia genética entre parentales y el efecto heterético (Yadav y col., 2007; Lima
Gouvea y col., 2010; Du y col., 2011). A pesar de que la heterosis de la resistencia a P.
capsici en C annuum no ha sido ain documentada, la existencia de heterosis para
resistencia “a otros patdgenos en varias especies se ha verificado ampliamente
(Shashikumar y col,, 2011; Singh y col, 2012; Chrpova y col.,, 2013), incluyendo
resistencia a Phyfophthora infestans en papa (Kumar y col., 2007), sugiriendo la

posibilidad de explotar este pardmetro en futuros programas de cruzas dirigidas para

introgresion de la caracteristicas en hibridos comerciales.

i
42 Las variables fisiologicas analizadas presentan una alta intercorrelacion
I
il
|
Los resuliados relacionados con las mediciones de eficiencia fotosintética

(FJ/Fx), contenido de clorofilas, asimilacion neta (A,), conductancia estomatica {g.),
contenido de H,O,, peroxidacién lipidica (MDA) y escala de dafio en sus ultimos
tiempos de {nedicién, mostraron una alta correlacién entre elios, como se aprecia en el
grafico dei ACP. Esto se ve reflejado en el alto porcentaje de variacion de los datos que
explica el primer componente (96,6%), relegando al segundo componente solo con un

2,8%. Los datos indican una alta correlacion positiva entre las variables FJF,
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contenido de clorofilas, A, y g. conjunto de datos que a su vez se correlaciona

negativamente con el contenido de H,O,, MDA y nivel de dafio.

[|
4.21 La resistencia y susceptibilidad a P. capsici se vieron directamente
relacionadas a procesos de cierre estomatico y asimilacion de CO.

Como se menciond anteriormente, e! modo de infeccibn de P. capsici
b
corresponde a una infeccion vascular, La cantidad de informacién publicada
relacionada a la variacion de los parametros de fluorescencia de clorofila e intercambio
gasecso ante la infeccion de hongos mediante via radicular, y posterior colonizacién
,
vascular es sumamente limitada. Sin embargo, la posible disminucién del suministro
hidrico desde la raiz a las hojas y el desencadenamiento de respuestas asociadas a
interacciones incompatibles planta-patégeno son dos fendmenos conservados y

descritos en infecciones vasculares, por lo cual la planta sensa esta limitacidn hidrica

como un estrés por déficit hidrico.

Una respuesta béasica inmediata mediada por ABA ante el déficit hidrico es el
cierre estomatico {Zhu 2002), el cual lleva directamente a la disminucién de la
conductancia estomatica (g,), causando una disminucion de la asimilacion de CO, (A,),
y con esto, fa imposibilidad de llevar a cabo los procesos metabdlicos asociados a la
sintesis de glucosa en el ciclo de Calvin. Por ejemplo, en el caso de infecciones de
plantulas de Castanea saftiva, Eucalyptus siberi y Fagus sylvatica con hongos del
género del género Phytophthora, se han encontrado disminuciones importantes de la
gs y transpiracién. Esos resultados son explicados por los autores como consecuencia
de una disminucién de la disponibilidad hidrica inducida por la enfermedad vy producida

por aiteracién en la capacidad de absorcién de agua desde el suelo. Sin embargo, hay
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i
i
que destacar que autores como Maurel y col. (2001) encontraron que una disminucion

de la g, solo se evidenci6é cuando el daifio radicular ilegd a un 50-60%, por lo cual un
cierre esto%ético temprano podria ser causado por elicitores propios del género
Phytophthora (Takemoto y col., 2005; Mishra y col., 2008). Sin embargo, como indica
Kaiser (197!6), la disminucion de los niveles de A, puede también ser causada por la
alteracion d;e enzimas del ciclo de Calvin por parte de la accion de EROs, tales como la
fructosa ‘I,é-bifosfatasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, ribulosa 5-fosfato
quinasa (entre otras) debido a la accion de EROs y al reemplazo de la A, por la

fotorrespiracién (Kozaki y Takeba 1996).

Los resuitados mosfrados en este estudio indican una disminucion de la g;
comelacionada positivamente con la A, y, ambas a su vez, cormrelacionadas
negativamente con el nivel de dafio producido por la infeccion vascular de P. capsici en
genotipos susceptibles FINITA y PIM 677 (Figura 24), contrario a lo producido por los
genotipos resistentes, indicando que el cierre estomatico fue un factor gravitante

i
relacionado‘con Ia baja asimilacién de CO, por parte de los genolipos susceptibles.

I
il

4.2.2 Genotipos susceptibles muestran una disminucion de la eficiencia
fotosintética del PSIl, contenido de clorofila y una acumulaciéon de H,0,,
en contraste a lo mostrado por genotipos resistentes

!
Como muestran los gréficos de la Figura 18, la eficiencia del PSII, evaiuada

como la razén de la fluorescencia variable sobre la fluorescencia maxima, presenta las
primeras disminuciones por parte de los genotipos susceptibles en el dia 7 de medicion
(genotipo PIM 677). Sin embargo es en el dia 14 cuando ambos genotipos susceptibles
exhiben bajas significativas del F./F,. Si bien es cierto varios autores sefialan que el

PSil presenta sistemas eficientes de proteccion mediante e! incrementc de la
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disipacién de energia no radioactiva e incremento de procesos de folorrespiracion
(Subrahmanyam y col., 2006), otros autores han verificado una disminucion de los
valores de F./F, bajo déficit hidrico (Huang y Gao 1999; Miyashita y col., 2005; Utkhao
y Yingjajaval 2015) y un aumento de la concentracion de EROs (Qiu y col., 2008). Se
ha reportado ampliamente que la acumulacion de EROs (y la baja capacidad de
eliminacion de estas moléculas) es capaz de generar dafios sobre el aparato
fotosintético. Miller y col. (2010) indican que el cierre estomatico genera un efecto
dramatico en el ciclo de Calvin debido al corte del suministro de CO,, Debido a esto, el
NADPH ve bloqueada su oxidacién en la fase regenerativa del ciclo de Calvin (Apel y
Hirt 2004). Bajo esas condiciones, Foyer y Noctor (2000) establecen que la cadena
transportadora de elecirones comienza a sobrereducirse e incrementa la propensién
del oxigeno molecular a extraer electrones desde ésta, generando una produccion y

difusion de EROs, mayoritariamente Oz~ y HxO-.

Ofros estudios apuntan a la relacidn existente entre acumulacién de EROs y
disminucion de la actividad fotosintética producto de la degradacion de la proteina D1
del PSI. Debido a que el H,O; presenta una alta vida media (1 ms) en comparacion a
otras EROS, es capaz de difundir a fravés de acuaporinas y traslocarse por largas
distancias, se ha visto involucrado en el incremento de la tasa de degradacién de la

proteina D1 (Bhattacharjee, 2005; Sharma y col., 2012).

En este estudio, los resultados indican que los genotipos RESISTANT y
PHYTOSUN presentaron, a la hora 96 de medicion, una menor acumulacion de H,O; la
cual fue significativa en comparacién a los genotipos FINITA y PIM 677 (Figura 23).
Correlacionado con este hecho, el dafo lipoperoxidativo se vio aumentado en

genotipos susceptibles a la hora 96 (Figura 24), indicando que genctipos resistentes
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presentan mecanismos mas eficientes sobre la degradacion de EROs. Este hecho ha
sido documentado en plantas de pimiento inoculadas con P. capsici. Kog y col. (2011)
inocularon 3 genotipos de pimiento, de los cuales uno era resistente y dos
susceptibles. Los resultados provenientes de los dias 2, 4 y 6 post inoculacion
muesiran un menor o inexistente aumento de la acumulacién de MDA y H;O, en
genotipos resistentes, en contraste con los susceptibles. Incluso, para algunas
concentraciones de indculo evaluadas, en genotipos resistentes, los valores de MDA
decayeron significativamente enfre los dias 2 y 4 de medicién. Un factor determinante
para esta dinamica fue la mayor y méas temprana actividad de la enzima PAL
(fenilalanina amonio liasa), la cual ha sido descrita como una enzima clave en la
respuesta a estrés biético (Kim y Hwang 2014). Kim y col. (2014) identificaron el gen
PAL proveniente de Capsicum annuum (CaPALT). Ellos mostraron que el
silenciamiento del gen en plantas de pimiento provocé un aumento significativo de la
susceptibilidad ante la infeccion con cepas virulentas y avirulentas de Xanthomonas
campestris pv. Vesicatoria (Xcv). Ademas, indujo la acumulacion de EROs y acido
salicilico y aumentd la reaccién hipersensitiva (muerte celular). Al ser sobreexpresado
CaPAL1 en Arabidopsis, las plantas mostraron un aumento de la resistencia ante
FPseudomonas syringae pv lfomato (Pst) y Hyaloperonospora arabidopsidis, menor
crec:imientoii de Pst en hojas, mayor produccion inicial de EROs e induccidn de genes

PR1, involucrados directamente en estrés bidtico.
!
|
Por |estas razones, los genotipos resistentes RESISTANT y PHYTOSUN

estarian presentando sistemas de defensa que les permite, por una parte limitar el
. b, i . . .e
crecimiento e invasion del patégeno y, por otra parte, evitar {a acumulacion de H;O; y,

por consiguiente, disminuir el dafio lipoperoxidativo a membranas lipidicas o a
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proteinas especificas relacionadas con funciones fotosintéticas (por ejemplo, proteina
D1). Sin embargo, son necesarios analisis mas especificos para cuantificar los dafios

mencionados y asi confirmar este supuesto.

Respecto a la disminucién de los niveles de clorofila en genotipos susceptibles,
diferentes estudios han encontrado evidencia contrastante. Por ejemplo, Schnabel y
col. (1998) verificaron una disminucion del FJF; en plantas inoculadas con
Phytophthora infestans, pero en ningin caso una disminuciéon del contenido de
cloroffa. Sin embargo, Jung y col. (2005), encontraron disminuciones en la
concentracion de clorofilas de hasta un 43,6% enire plantas control y plantas
inoculadas con P. capsici, resultados similares a los presentados previamente por
Aguirreola y col. (1995). El contenide de clorofila también se vio disminuido en plantas
de pimiento inoculadas con el hongo vascular Verticillium dahliae, las cuales mostraron
diferencias [‘ significativas entre plantas sanas control y plantas inoculadas, con
disminuciones que alcanzaron un 15% y un 40,8% a los dias 28 y 33 post inoculacién
(Goicoecheha y col., 2001). La disminucion del contenido de clorofila se presenta en las
plantas oonio un mecanismo fotoprotector para evitar ia formacién excesiva de tripletes
de clorofila, los cuales inducen la formacién de singletes de oxigeno altamente
reactivos (Sakuraba y col, 2014). Sin embargo también se ha documentado
ampliamente que esta disminuciéon puede ser generada por dafios importantes de la
estructura del PSIl. En este estudio, genotipos susceptibles FINITA y PIM 677
mostraron ::na disminucion continua de los niveles de clorofila, a diferencia de los
genotipos RESISTANT y PHYTOSUN, los cuales nunca disminuyeron su
concentracién de clorofila a través del tiempo. Considerando ademas los antecedentes

i
relativos a la acumulacion de H,0, y comportamiento del FJF,, la disminucion de la
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i
concentracion de clorofila parece estar ligada de manera mas probable a un dafio de

componentes importante funcional ylo estructural de! PSIl que a un sistema de
fotoproteccién mediado por la degradacion de clorofila. Aunque tampoco se puede
descartar que la disminucién de la clorofila sea causada por una menor sintesis del

pigmento bajo situacion de esirés (Mishra y Sanwal 1994; Apostolova y Misra 2014).

A pesar de que los resultados de estos andlisis se focalizaron como una
herramienta en la seleccion de genotipos resistentes y susceptibles para conformar
una poblacién de mapeo genético, las evidencias indican que los genociipos FINITA y
PIM 677 exhiben una baja eficiencia en la eliminacién de EROs, lo que se ve reflejado
directamente en los altos Indices de dafio lipoperoxidativo, disminucion de la capacidad
fotosintética det PSIl y, probablemente, a un dafio de enzimas claves involucradas en
los procesos de asimilacion de CO; y ciclo de Calvin. Por otra parie, los genotipos
RES!STAN'{ y PHYTOSUN consiguen mantener un flujo hidrico vascular de raiz a hoja
dptimo poéterior a la inoculacién, lo que les permite conseguir tasas de A,
practicamente invariables y de esta forma, llevar a cabo los procesos metabdlicos
posteriores a la captura de CO, atmosférico.

4.3 El mapa genético construido presenté 14 grupos de ligamiento
i

El mapa genético finalmente generado fue construido usando la poblacién F»
proveniente del cruzamiento inicial entre los genotipos PHYTOSUN (R) y FINITA (S)
basado en Ilos resultados obtenidos de la caracterizacion fenotipica y fisiologica de los
parentales. uEl mapa constd de 158 marcadores moleculares, distribuidos como informa
la Tabla X y en la Figura 26. Los tres fipos de marcadores moleculares fueron
seleccionados debido a que presentan un nivel optimo de polimorfismo, tanto para

i
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estudios de divergencia como de mapeoc genético (mayor que ofros como las
isoenzimas :y RFLP), son de un relativo bajo costo y faciles de implementar en
laboratorio. Como es posible apreciar en la Tabla X, existi6 una bajo porcentaje de
alelos con distorsién de segregacion {(19,54%, 17,02% y 11,71% para los marcadores
SSR, ISSR y RAPD, respectivamente). La distorsion de segregacién es el fenémeno
gue ocurre cuando un alelo no segrega en la proporcion mendeliana esperada para
una poblacién. En este caso, para un marcador codominante como los SSR se espera
tasas de segregacion AA:Aa:aa en relacion a la proporcién 1:2:1, mientras que las
tasas de segregacion para marcadores dominantes se esperan ser 1:1, entre ausencia
y presencia de la banda. Las causas para la existencia de loci con distorsién de
segregacion han sido atribuidas a Ia relacion de esfos loci con procesos de seleccion
cigética y gamética o ligacion con regiones transposénicas (Xu, 2008). Debido a su
condicién de no cumplimiento de los patrones de segregacion esperados, estos dehen
ser removidios previos a la construccion del mapa genético debido a que pueden

distorsionar las frecuencias de recombinacion de los demas marcadores.
H
C. annuum consta de 12 pares de cromosomas, por [0 que en un escenario

I
éptimo era de esperarse el mismo namero de GL. Sin embargo, los 158 marcadores

moleculares usados en este estudio se agruparon en 14 GL. Como explica Boopathi
(2012), el nitmero de GL obtenidos dependera de factores como la densidad y
proximidad cﬁie ios marcadores denfro de cada grupo, lo cual es una consecuencia de la
co-ascendencia de los parentales, asi como de la recombinacién local de los

marcadores dentro de un cromosoma. Por ejemplo, Minamiyama y col. (2006)

i .
construyeron un mapa de ligamiento basado solamente en marcadores SSR, los

i
cuales se agruparon en 13 GL, mientras que otros autores han construido mapas de
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I
)
ligamiento conformados por 12 grupos {(Mimura y col.,, 2012; Li y col., 2015). Sin
embargo, este desvio respecto al nimero original de cromosomas no tiene mayor

repercusion| al momento de implementar los modelos de asociacion entre los
1

marcadores y la caracteristica.

|
t

4.4 Un QTL con alta probabilidad de ligamiento fue detectado en el GL ndmero
1

|
L]

!

El método de mapeo por regresion simple se utilizé para acotar la regién de
busqueda previo a un anélisis mas intenso a través de los 14 GL, debido a que es un
proceso gque toma poco tiempo en términos de computar los analisis en un ordenador.
Los resultados mostraron que 3 marcadores (ISSR-811-350; ISSR-836-280 y HPMS-2-
21) presentaron una correlacién significativa con la caracteristica de resistencia (Tabla
XI). Otros rr#arcadores en Jos cromosomas 3, 4, 6 y 14 también presentaron valores de
regresion estadisticamente diferentes a cero. Sin embargo, no fueron considerados

i

para analisis posteriores por presentar valores de LOD bajo el umbral seleccionado en

este trabajo (umbral de LOD = 3,0} (datos noc mostrados).
‘I

]

Posterior a esto, como se indica en el punto 2.3.4, el GL 1 fue mapeadoc usando
un modelo mas complejo de asociacién denominado mapeo por intervalo compuesto
(MIC), cuyos detalles se mencionan en ese mismo punto. Se realizaron 500
permutacior‘lses del andlisis, las cuales tardaron alrededor de 2 minutos por
permutacion, totalizando cerca de 1000 minutos de analisis. Los resultados del MIC
avalaron los resultados mostrados por el andlisis de regresion. La regién abarcada por
el QTL se extiende entre ios 10 y los 59 centimorgan (cM), alcanzando su méaximo pico

i
J'
i
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a los 35,01 cM, con un valor LOD = 10,22. Ademas, los mismos marcadores {(ISSR-

811-350; ISSR-836-280 y HPMS-2-21) se encuentran dentro de la region del QTL.

La longitud en cM de la region mapeada (49 cM) va a depender de ia saturacion
del mapa de ligamiento con marcadores moleculares y del nimero de recombinaciones
generadas en la poblacion F, (180 individuos en este estudio) (Ferreira y col., 2008).
Por este motive se asume que un mayor namero de individuos y marcadores
analizados generara una mayor cantidad de eventos de recombinacién y saturacion
del mapa, los cuales mejoraran la precision con la cual los marcadores son distribuidos
a través del genoma y la estimacion de los valores de probabilidad de asociacion entre
estos y la caracteristica de interés. Sin embargo, la extension medida en cM de una
region QTL en el genoma estd determinada por la naturaleza poligénica de la
caracteristica. La acumulacion de varios genes de efecto menor influenciado un rasgo
a través del genoma llevara inevitablemente a una baja especificidad en el resultado.
Por otro lado, la presencia de genes de efecto mayor en una region permitira acotar la

regién gendmica que abarca el QTL.

Debido a que varios estudios han demostrado la eficacia de utilizar marcadores
moleculares en programas de seleccidn y cruzas dirigidas (Li y col., 2000; Ashikari y
col.,, 20086; Robbins y cal., 2008), los resultados aqui encontrados muestran el potencial
de utilizar esta informacion en el futuro desarrollo de lineas en las cuales se optimicen

los procesos de seleccion mediante el uso de marcadores moleculares.
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I 5 CONCLUSIONES

. La divergencia genética analizada entre 57 accesiones de C. annuum muestra
un éptimo ci:mportamiento al permitir separar, de manera general en diferentes grupos,
genotipos tipo aji y tipo pimiento. Esto se vio reforzado al relacionar variables
fenotipicas Trutales evaluadas previamente en el Laboratorio de Fisiologia y Genética
Horticola con el agrupamiento generado mediante el uso de marcadores SSR.

. La distribucién de los genotipos resistentes y susceptibles, a través de los tres
grupos gem”arados por el método de agrupamiento NJ, permite evidenciar st grado de
divergencia genética, lo cual se presenta como un apoyo en la toma de decisiones en
futuros programas de cruzas especificas.

. El nivel de dafio en las plantas de pimiento, producto de la inoculacidn con P,
capsici, se correlacioné fuertemente con las variables fisiologicas evaluadas, indicando
qgue éstas sirven como herramienta de seleccién de parentales contrastantes para la
construccié? de una poblacién segregante para mapeo de QTL.

) Los modelos de asociacion genética mostraron una alta correlacion entre los
marcadores del grupe de ligamiento 1 ISSR-811-350, ISSR-836-280 y HPMS2-21 y la
resistencia a P. capsici, lo cual valida los modelos de asociacion utilizados y permite
proyectar un potencial uso en programas de seleccién y cruzamientos asistidos por
marcadoreslmoleculares.

. Basa:do en los resultados del objetivo especifico 4, relacionado con el mapeo de
QTL, es posible comroborar la hipétesis planteada en este trabajo.

]
i
i
i
i
!
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Figura 29 Dendrograma generado en base a [a distancia genética de Yao, utilizando el
método de agrupamiento NJ. Tres grupos genéticos pueden ser diferenciados. En rectangulo
se enmarcan los genotipos comerciales de pimiento, a excepcion de la accesion PIM 877.
Enmarcados en amarillo y sefialados con flecha azul se presentan los genotipos susceptibles a
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P. capsici usados en este estudio, mientras que enmarcados en marrén y sefialados con una
flecha color rojo se presentan los genotipos resistentes a P. capsici ufilizados.

__PHYTOSUN

[
E
&
).
[

PiM 677

Figura 30 Niveles de dafio producido por la inoculaciéon por P. capsici (conocido
comiinmente como marchitez o tristeza del pimiento) en los cuatro genotipos a través de
4 tiempos de medicion. El nivel de dafio, basado en la escala visual, se presenta en la esquina
inferior izquierda de cada folografia. La misma escala visual fue utilizada para el fenotipado de
la poblacion F; a fin de mapear QTL.




