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l. Resumen

Phytophthora capsici es un hongo conocido como secadadora de raiz esta
enfermedad afecta significativamente al cultivo del chile, ocasionando pérdidas en
la calidad del fruto y rendimiento del cultivo del chile (Capsicum spp.),
principalmente en lugares muy hamedos y con altas temperaturas. El uso de
marcadores moleculares es una importante herramienta de la biotecnologia para
programas de mejoramiento genético, como lo es en la identificacién de genotipos
de chile que contienen genes asociados con la resistencia al patogeno. El objetivo
del presente proyecto fue buscar genes asociados con la resistencia a P. capsici
en accesiones de chiles jalapefios que puedan ser utilizados en programas de
mejoramiento genético tradicional o mediante seleccion asistida por marcadores
moleculares de ADN (MAS). El experimento se realiz6 en el CEHUAS (Campo
Experimental Las Huastecas)-INIFAP durante el periodo agosto 2018-mayo 2019.
Como material genético se utilizaron 22 accesiones de chile jalapefio y un testigo
resistente CM334. La extraccion de ADN se hizo mediante el Kit comercial Wizard
Genomic (Promega®). Los marcadores moleculares SCAR OpD04.717, PR-1 y
EAS no permitieron discriminar entre genotipos susceptibles de los resistentes. El
tamafio de banda del marcador OpD04.717 fue aproximado a 700 pb, el cual se
mostré como marcador polimérfico, el marcador PR-1 presenté una banda de 301
pb el cual se mostr6 como marcador monomorfico y por ultimo el marcador EAS el
cual mostré una banda de 200 pb presentandose como un marcador monomorfico.
Por lo tanto, no se logro identificar nuevos materiales de chile resistentes que sean
capaces de ser utilizados en programas de mejoramiento genético por via

tradicional o mediante (MAS).

Palabras clave: Marcador molecular, Chile, Genes, Resistencia
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Il. Justificacion

Es necesario buscar nuevas formas para disminuir las pérdidas causadas por
pudriciones de la raiz (P. capsici) para incrementar la produccion y disminuir la
aplicacion de agroquimicos. Una alternativa es el mejoramiento genético para la
generacion de mejores 0 nuevos materiales. Es por ello de suma importancia
identificar genotipos con resistencia a dicha enfermedad. En nuestro pais se han
descubierto 19 criollos originarios de Morelos resistentes a P. capsici que pueden ser
utilizados para obtener variedades o hibridos resistentes a este patégeno (Gil-
Ortega, 1991), sin embargo, existe un gran niamero de accesiones de chile tipo
jalapefio, serrano, entre otros, que no han sido caracterizadas para estos fines y que
pueden ser fuente importante de resistencia a P. capsici. En la actualidad se estan
utilizando los marcadores moleculares de ADN para identificar accesiones con
resistencia a enfermedades ya que no son afectados por el ambiente y se puede
realizar en etapas tempranas de la planta, reduciendo con esto costos y tiempo. La
importancia de la identificacion de fuentes de resistencia/tolerancia a enfermedades
es gue estas pueden ser incluidas en programas de mejoramiento genético, ya sea
tradicional o por seleccion asistida mediante marcadores moleculares ADN (MAS)
para la obtencion de variedades o hibridos que impacten en el mercado nacional e

internacional.
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1R Marco Teorico

Capsicum annuum L.

1. Importancia en produccion econémica

La produccion de chile (Capsicum spp.) es la actividad horticola mas
importante de México (Gonzalez-Pérez et al., 2004). Ademas de un producto con
presencia mundial, éste es un cultivo originario de nuestro pais y parte simbdlica
del imaginario culinario y cultural. La riqueza genética del chile en México se debe

en gran parte a la diversidad de climas y suelos (SIAP, 2013).

Desde décadas pasadas la produccion de esta gran e importante hortaliza ha
generado un significante aumento en la economia mexicana. En el 2007 la
produccion mundial de chile (Capsicum spp.) fue poco mas de 30 millones de
toneladas. México aport6 6.8 % del total y se us6 27.5 % de la superficie destinada
al cultivo de hortalizas, generando mas de $ 5 000 millones de pesos, que
representd 23 % de la produccién horticola nacional (Garcia-Rodriguez et al.,
2010).

Para el el aflo 2015 se sembraron 512,000 ha de este grupo horticola con una
produccion de 2 millones 177 mil toneladas, con un valor de 14 mil 268 millones de
pesos. Al respecto de su produccion, el Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP) informa que en 2016 se cultivaron 173,146 hectareas de este
producto en México, en las cuales se produjo 135,720 toneladas de chile seco y 2
millones 601,308 toneladas de chile verde, que rebasa los 22 mil 500 millones de
pesos (Sanchez-Chéavez et al., 2015; SAGARPA, 2016).

El valor de la exportacibn de enero-agosto de 2016, fue de 789 millones de

dolares lo que representa un aumento de 31.6%. Asi mismo ubicandose como el

3
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segundo productor de chile a nivel mundial, donde sus principales destinos son
EUA, Canada y Espafa, entre otros. Destaca que 92% de la produccion de chile
verde en el pais correspondié a los chiles jalapefio, morrén, poblano, serrano,
chilaca y Anaheim (SAGARPA, 2016; SIAP, 2017).

2. Uso y propiedades nutricionales del chile

2.1.Uso culinario

Dentro del proceso de comercializacion, los chiles ya sea (Jalapefio, Serrano,
Ancho y Guaijillo, otros de menor importancia son Pasilla, Carricillo, de Arbol y
Mirador) se clasifican en varios tipos dependiendo del grado de madurez del fruto,
que serian los tipos verdes y secos; en cambio por su contenido de picor se les
denomina, picosos y dulces (Fonnegra y Jiménez, 2007).

Por su parte, el término genérico “secos”, se utiliza para un gran nimero de chiles
que se dejan madurar y secar o deshidratar, los cuales ya secos son muy
utilizados en la cocina mexicana, principalmente se destinan a la industria
artesanal de mole; algunos otros chiles ademés de secos son ahumados como el
chile chipotle y morita (Bosland, 1996; Fonnegra y Jiménez, 2007; Castro-Rocha
et al., 2012).

2.2.Propiedades nutricionales

El consumo y cultivo del chile se han incrementado debido a que es rico en
vitaminas y minerales (Cuadro 1). (Heiser y Smith, 1953; Marin et al., 2002; Kumar
et al., 2011; Pérez-Castafieda et al., 2015).



UnADM &

Universidad Abierta y a

k Distancia de México

«a‘i‘.ﬂl

Propiedades nutricionales

Nutrimiento Calidad
Vitamina A 1000UlI
Vitamina B1 0.03mg
Vitamina B2 0.05mg
Vitamina B5 0.20mg
Vitamina B12 0.45mg
Vitamina C 120mg
Hierro 0.5mg
Potasio 234mg
Magnesio 11mg
Fosforo 23mg
Sodio 58mg

Cuadro 1. Propiedades Nutricionales del chile. Extraido de (SIAP, 2010)

3. Taxonomia del género

El género Capsicum es miembro de la familia Solanaceae el cual se clasifica
(Cuadro 2). El género Capsicum consiste en aproximadamente de 31 especies
silvestres y cinco especies domesticadas: C. annuum, C. baccatum, C. chinense,
C. frutescens y C. pubescens. De estas. C. annuum es la mas comunmente
cultivada a nivel mundial, seguido de C. frutescens. (Bosland y Votava, 2003; Wang

y Bosland, 2006; Castafion-Najera et al., 2008).


http://scialert.net/fulltext/?doi=ijpbg.2011.99.110&org=10#684479_ja
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Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionita
Division: Magnoliaphyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solonales
Familia: Solonaceae
Género: Capsicum L.
Especie: C. annuum L.
Especie: C. chinense Jacq
Especie: C. pubescens Ruiz
Variedad: C. annuum var. annuum L.
Variedad: C. annuum var. glabriusculum
Variedad: C. baccatum var. baccatum L.

Variedad: C. baccatum var. pendulum

Cuadro 2. Clasificacion de Taxonomia para Capsicum.
Extraido de (Pérez et al., 2015)

4. Morfologia General

Es una planta cultivada generalmente como anual, aunque en condiciones
especificas puede ser bianual, en condiciones de invernadero suele crecer hasta 2
m de altura, es un arbusto perene de tamafios diferentes, desde rastreros hasta
arbustivos, aunque la mayoria de ellos viven menos del afio, algunos cultivares
duran varios afos y llegan a ser arbustos lefiosos normalmente de 1.50 m de
altura dependiendo de la variedad y de las condiciones climaticas. Su raiz esta
formada por una raiz principal de gran vigor rodeada por raices laterales, es muy
ramificada y vellosa, la mayoria de sus raices se localizan a una profundidad de 5

a 40 cm y sus raices laterales pueden llegar a una profundidad de 1.20 cm. Sus
6
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tallos son ramosos, la ramificacion, varia de acuerdo con el genotipo y son de
color verde oscuro. Sus flores solitarias son de color blanco o azul. La hoja es de
forma oval, eliptica o lanceolada, de margen entero, glabra normalmente de color
verde. Sus frutos son tipo baya inmaduros de color verde y rojos cuando maduran
pueden alcanzar 20 cm de longitud. Y por dltimo la semilla es de color amarillo
brillante, claro o café con una longitud de 3 a 5 mm (Le6n,1987; Cortez, 1992;
CATIE, 1993; FAO, 2002; Moreno, 2003; Fonnegra y Jiménez, 2007; Anguiano,
2010; FAO, 2010).

Phytophthora capsici

5. Caracteristicas generales del genero Phytophtora

5.1. Taxonomia

Antén de Bary fue el primero en acufiar el nombre de Phytophthora (destructor de
plantas) en 1876 cuando describié el tizén tardio de la papa, Phytophthora
infestans una especie para un nuevo género (Erwin et al., 1983). Hay mas de 60
especies del género Phytophthora (Cuadro 3) y muchos son patdgenos
destructivos de plantas. Esfuerzos extensivos son dirigidos al control de
Phytophthora cada afio, los cuales causan serias pérdidas en los cultivos
(Goodwin, 1997).
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Dominio: Eukaryota
Reino: Straminipila
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Phythiales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytohpthora

Especie: capsici

Cuadro 3. Clasificacion taxonomica de P. capsici. Extraido de (Kirk et al., 2001)

5.2.Morfologia de Phytohpthora capsici

P. capsici produce esporangios en simpodio simple, esporangios de forma ovoide,

elongada, elipsoidal, (Figura 1). (Leonian, 1922).

Figura 1. Phytophthora capsici esporangio en forma de limén
Extraido de (Cruz-Alcala et al., 2000)
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6. Enfermedades y sintomas del Chile

En 1922 Leonian describi6 a Phytophthora capsici como responsable de la
marchitez del chile en Nuevo México, enfermedad policiclica, altamente
destructiva que provoca pérdidas del 60 % o mas. El proceso de produccion del
cultivo del chile (Capsicum annuum L.) esta determinado por una serie de factores
que favorecen o limitan el desarrollo de esta hortaliza. De los factores que afectan
en mayor medida la produccién del cultivo son las enfermedades causadas por
oomicetes/hongos, bacterias y virus (Mufioz-Villalobos et al.,, 2013; Palmar-
Martinez et al., 2017).

En plantas de chile los patdgenos vasculares como Phytophthora spp. interrumpen
el suministro de agua por medio del xilema, y provocan la aparicion de sintomas
como la marchitez y defoliacion del chile. Una de las limitantes del sistema de
produccion es esta enfermedad patégena que puede causar pérdidas del 40 al 60
0 hasta el 100% en caso extremos (Guillen-Cruz et al., 2006; Velazquez-Valle y
Revele-Torres, 2017).

En la regidn noreste, entre las enfermedades mas importantes se encuentran:

6.1.Mancha bacteriana

El agente causal es la bacteria Xanthomonas campestris, cual se manifiesta tanto
en plantulas como en plantas adultas. En plantulas, la infeccién puede ocasionar una
defoliacion severa. Las lesiones se presentan en las partes de la hoja, frutos,
péndulo y caliz. Los tallos también son susceptibles, pero generalmente el follaje es
infectado en mayor grado (Bashan y Okon, 1986). Afectando con esto el rendimiento
y la calidad del fruto de esta hortaliza, principalmente en regiones tropicales (Hong et
al., 2011).



UnADM

Universidad Abierta y a \Q ,

k Distancia de México

6.2.Virus

Los virus son entidades infectivas, submicroscopicas, que soélo se multiplican
intracelularmente y son potencialmente patdégenas (Francki et al., 1985). En México
se reportan las enfermedades virales desde 1966 en la region de las Huastecas. En
la actualidad, afectan calidad del fruto (ciclo vegetativo mas corto, sintomas como
enanismo, necrosis, clorosis y deformaciones) y rendimiento en todas las areas
productoras del pais, con niveles de infeccion que varian de 20 a 100% de dafio
(Urias y Alejandre, 1999; Gonzalez-Franco et al.,, 2014). Entre los virus mas
frecuentes en el cultivo del chile se encuentran: Virus del Mosaico del Pepino (CMV),
El Virus Y de la Papa (PVY), Virus Mosaico del Tabaco (TMV), Virus del Mosaico del
Tomate (ToMV), Virus del Moteado del chile (PepMoV), Virus del Moteado suave del
Chile (PMMoV), Virus de la Marchitez Manchada del Tomate (TSVW), Virus del
Mosaico Dorado del Chile (PepGMV), Virus del Rizado Amarillo del Tomate (TYLCV)

(Gonzéalez-Franco et al., 2014).

6.3. Pudriciones de raiz

Esta enfermedad se caracteriza por sintomas como marchitez, clorosis, defoliacion,
pérdida de estructuras reproductivas, necrosis de raices, entre otras, (Figura 2). Asi
mismo ha sido asociada a un complejo de hongos entre los que destacan
Phytophthora spp., Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Phythium spp. y Verticillium
spp., los cuales pueden presentarse individualmente o en combinacion en plantas
(Velasquez y Medina, 2003). Esta enfermedad ha sido reportada en todos los
estados productores de nuestro pais (Guigdn-Lopez y Gonzalez-Gonzalez, 2001).
Las pérdidas ocasionadas por este hongo a nivel nacional oscilan entre un 10 y un
60%, mientras que en areas especificas del bajio y puebla pueden alcanzar el 100%
(Pérez et al., 2003).

10
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Figura 2. Pudricién de la raiz por P. capsici. Extraido de (Pino et al., 2018)

6.4.Sintomas

Cuando se infecta por P. capsici, la planta tarda de tres a cuatro dias, para
marchitarse completamente. En el tallo, en el area del cuello, se observa un
necrosamiento muy marcado, cuando se hace un corte a ese nivel, se detecta una
coloracion café oscuro o mancha marrén verdusca que se ennegrece de acuerdo

con el grado de lignificacién de la planta (Chew-Madinaveitia et al., 2008).

En condiciones de suelo hiumedo, la base del tallo se puede cubrir de micelio y
presentar estructuras de fructificacion de color blanco o azul verdoso. Las plantas
enfermas presentan una banda parda oscura que cifie el cuello, debido a esto, se
marchitan y mueren (CATIE, 1993; Chew-Madinaveitia et al., 2008).

En las hojas y ramas, se presentan lesiones como tizones, ademas de existir un
bloqueo en la xilema e interrumpe el paso del agua el cual causa un color verde
amarillento en las hojas y después de color café que es el primer sintoma, que

generalmente se observa después de la floracién. En los frutos se observan
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manchas acuosas de color verde claro cubiertas por el micelio del hongo, también

anticipan su cambio a color rojo y se arrugan (Moran-Bariuelos et al., 2010).

Los frutos afectados permanecen adheridos a la planta (Figura 3). Las semillas
también son afectadas, al abrir el fruto se detecta micelio sobre las semillas
podridas, toman una coloracion parda y luego se arrugan, con respecto a la raiz se
muestra una pudricién suave, acuosa, inodora. (CATIE, 1993; Chew-Madinaveitia
et al., 2008; Moran-Bafiuelos et al., 2010).

Figura 3. Marchitez de I planta. Extraido de

(Velazquez-Valle y Revele-Torres, 2017)

7. Condiciones de reproduccion

Bajo condiciones favorables de temperatura (11 — 35°C, éptima de 25 a 28°C) y
alta humedad, P. capsici, es un hongo sumamente agresivo que puede destruir
campos enteros debido a su gran velocidad de crecimiento y abundante
esporulacién. En época seca, con tiempo soleado e irrigacion por surcos favorece
una alta produccion de esporangios y su posterior invasion de las plantas. (CATIE,
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1993; Chew-Madinaveitia et al., 2008; Moran-Bafiuelos et al., 2010). El hongo
sobrevive de una estacion a otra en los residuos de la cosecha y en la semilla. La
marchitez por Phytophthora se puede detectar desde la plantula y es mas critico
en la etapa de floracion, pudiendo causar la muerte de la planta. (Chew-
Madinaveitia et al., 2008).

8. Esquema de reproduccién de Phytophthora capsici

La fase policiclica del desarrollo de la enfermedad se piensa esta dirigido
principalmente por la dispersion de esporas asexuales (Figura 4) a una escala
local (dentro y entre los surcos) (Lamour y Hausbeck, 2000).

Sporangium
Zoospore Release
L ’ -
Oospore germinating / ’ \ Sporangium
by sporangium l
V Zoospore
Sporangiophore and Release
f sporangia
germinating ”_'
/ by germ tube
Oospore
Formation
Sporangium
Antheridium
and Oogonium
Zoospores

Al and A2 Mycelium

Figura 4. Ciclo de vida de Phytophthora capsici.
Extraido de (Ristaino y Johnston, 1999)
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9. Lineas de chile reportadas como resistentes a Phytophthora capsici

Existen accesiones de chile reportados con cierto nivel de resistencia a P. capsici,
por ejemplo: “Pl 188476”, “Pl 201232, “Pl 201234”, “Chile Ancho San Luis”,
“Fyuco” y “Linea 29” (Kimble y Grogan, 1960; Walker y Bosland, 1999; Roig et al.,
2009; Candole et al., 2010). Algunos chiles del tipo serrano provenientes del
estado de Morelos, México han presentado un nivel de resistencia elevado, como
es el caso del Criollo de Morelos 334 (CM-334) que se ha utilizado en distintas
investigaciones referentes a la genética de la resistencia a P. capsici (Gil et al.,
1991; Walker y Bosland, 1999). Asi mismo los materiales CM-322, CM-323, CM-
324 Y CM-337 tienen alta resistencia a P. capsici, estos se encuentran bajo
estudio en cuanto a sus caracteristicas agronémicas y de produccion en Costa
Rica y Guatemala (CATIE, 1993). En los ultimos afios se han determinado loci de
rasgos cuantitativos (QTL) en regiones de los cromosomas 4, 5, 6, 11 y 12
involucradas en la resistencia de CM-334; debido a esto se ha considerado que la

resistencia es de tipo cuantitativa (Thabuis et al., 2003; Ogundiwin et al., 2005).

10.Manejo de la enfermedad

10.1. Aplicaciones agroquimicas

Generalmente el manejo y control de la marchitez se lleva a cabo mediante la
aplicacion de productos bioldgicos y quimicos, sin embargo, el uso indiscriminado
de estos productos ocasiona un impacto ambiental, toxicidad al hombre y
resistencia de patdégenos; ademas de un incremento en los costos de produccion,
por lo que diversos trabajos de investigacion sugieren un manejo integrado de la
enfermedad el cual debe ser eficiente y de bajo costo (Palmar-Martinez et al.,
2017).
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10.2. Mejoramiento genético tradicional

El control de las enfermedades a través de variedades resistentes es una
alternativa para reducir los dafios producidos por P. capsici (Reifschneider et al.,
1992; Castro et al., 2012; Lamour et al., 2012). Para desarrollar estas variedades
es necesario encontrar materiales con caracteristicas de resistencia como son en
muchos casos las poblaciones nativas. Por otro lado, es necesario conocer la
herencia de la resistencia al patdgeno con el objeto de aplicar una adecuada
estrategia de mejoramiento genético (Bartual et al, 1993; Walker y Bosland, 1999;
Moran-Bafuelos et al., 2010). Sin embargo, la resistencia genética es el método
mas deseable (Kim y Hartmann, 1985). El mejoramiento de chile (Capsicum
annuum) tradicionalmente se ha realizado mediante esquemas de seleccion en los
cuales, por lo general, se cruzan dos o cuando mucho cuatro progenitores, y la
progenie de ellos se somete a endocria y seleccién continua hasta alcanzar la
homocigosis total (Pozo y Ramirez, 1994; 1998). Estos esquemas de seleccion son
conocidos como seleccion genealdgica, método masivo y descendencia de una

semilla (Marquez, 1991).

11.Uso de Marcadores Moleculares de ADN

En los ultimos afos, los rapidos avances en la biologia molecular han
proporcionado las herramientas necesarias para hacer mas eficiente el
mejoramiento genético de las plantas. Algunas de estas técnicas son de utilidad
para la caracterizacién del germoplasma y la identificacién y ubicacion fisica de
caracteristicas importantes en los cromosomas como es el caso de los
marcadores moleculares. La seleccion asistida por marcadores moleculares de ADN
(MAS) esta incrementando su importancia como herramienta en los programas
modernos de mejoramiento genético (Caranta et al., 1999; Moury et al., 2000; (Yeam
et al., 2005).
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11.1. ¢, Qué es un marcador molecular?

Un marcador molecular es simplemente un segmento de ADN con una ubicacion
especifica en un cromosoma que permite diferenciar entre un genotipo y otro a
nivel de ADN, estos pueden ser genes o segmentos de ADN sin ninguna funcion o
codificacion conocida. Ademas, son puntos de anclaje o etiquetas cuando estos se
encuentran unidos o cercanos a las secuencias de los genes. Los marcadores
moleculares se han convertido en poderosas herramientas para hacer posible la
determinacidn de las caracteristicas genéticas de las plantas y seleccionar por el
genotipo y no por el fenotipo. Los marcadores del ADN se basan
fundamentalmente en el andlisis de las diferencias en pequefias secuencias del
ADN entre individuos (Levitus et al., s/f; Miles et al., 1998; Dalla-Rizza et al., 2003;
Azofeifa-Delgado, 2006; Alvarez-Gill, 2011).

11.2. Ventajas de los marcadores moleculares de ADN

Las ventajas o caracteristicas importantes de los marcadores moleculares para su
aplicacion en plantas son: ilimitados en su numero, fenotipicamente neutros,
presentan mayor segregacion o polimorfismo que los morfolégicos, pueden
evaluarse desde los primeros estados de desarrollo de las plantulas, son aplica-
bles a cualquier tipo de material vegetal, son detectables en todas las etapas de
desarrollo de la planta, son independientes de la época del afio en que se realiza

el analisis (Reynolds et al., 2012; Méndez-Aguilar et al., 2013).
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11.3. Genes /QTL de resistencia a Phytophthora capsici
11.3.1. Genes mayores de resistencia

La defensa del chile CM334 contra P. capsici se ha asociado con la expresion de
los genes PR1/CABPR1, PEAS (Cuadro 4) (Fernandez-Herrera et al., 2012; Villar-
Luna et al., 2015).

Acceso Nombre Secuencia (5~ 37) Amplicon
AF053343 PR1IFW  GTTGTGCTAGGGTTCGGT GT 301 pb
PR1IRV  CAAGCAATTATTTAAACG ATCCA
AF442386 POXFW CCAGTACGTGCCCAAGAGCTG 560 pb
POXRV  GGATGCGTCGATTGAAGGGTC
AF227953 GLUFW  GAGGCTCCAACATTGAAGTTATG 480 pb

GLURV  CATCTTGTACCACCACATTAGGTGC
AJ005588 EASFW  GCTCAAGAAATTGAACCGCCGAAG 200 pb

EASRV  TCTTCATTATAGACATCGCCCTCG

Cuadro 4. Oligonucle6tidos de genes de resistencia a P. capsici. Extraido de
(Fernandez-Herrera et al., 2012)

Marcador SCAR PR-1 o CABPR1. Estas proteinas estan involucradas en el
engrosamiento de la pared celular y, por tanto, puede ofrecer resistencia a la
diseminacién de patdgenos, asi como un efecto toxico directo que retrasa el

desarrollo.

El gen como PR-1, est& involucrado o interviene en diversos procesos fisioldgicos

y del desarrollo de las plantas como maduracion, y desarrollo de frutos, divisién
celular, germinacion de semillas etc. (Fernandez-Herrera et al., 2012; Villar-Luna
et al., 2015).

Marcador EAS/PEAS. La enzima clave en la biosintesis de la fitoalexinas es la 5-
epi-aristoloqueno sintasa, codificada por el gen EAS. El capsidiol es la principal
17
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fitoalexina y su acumulacién en la zona de infeccidn de las raices de chile inhibe o
restringe el crecimiento de P. capsici durante la interaccion incompatible (Villar-
Luna et al., 2009; Fernandez-Herrera et al., 2012; Castro-Rocha et al., 2012; Villar-
Luna et al., 2015).

La resistencia a dichos patdgeno se ha asociado con una respuesta hipersensitiva
dada por el hospedante. Existe suficiente evidencia experimental que demuestra
que tanto las plantas resistentes como las susceptibles a enfermedades poseen
mecanismos de defensa, y que la incompatibilidad o compatibilidad patégeno-
hospedante estd determinada por la velocidad y la magnitud con la que ocurre la
expresion de los genes responsables de la manifestacién de dichas defensas que

restringen el desarrollo de un patégeno potencial (Villar-Luna et al., 2009).

A este tipo de resistencia se le conoce como “Cualitativa” o vertical es fuertemente
efectiva y completa, pero, solamente hacia razas o cepas particulares de una
especie de patdgeno especifico. La base genética de la resistencia cualitativa o
monogénica descansa en el modelo de gen por gen y se le llama genes mayores
(Estrada-Ramos, 2000; Lépez, 2011).

11.3.2. Genes menores de resistencia

Marcador Molecular SCAR OpDO04.717 ligado al QTL de resistencia. Para la
identificacion de QTL (Loci de Caracteres Cuantitativos) se ha recurrido al uso de
marcadores genéticos, especialmente marcadores moleculares basados en PCR,
gue revelan diferencias genéticas entre organismos, individuos o entre especies.
Por lo general, los marcadores no se encuentran dentro del gen de interés, pero si
pueden estar cerca y actuar como sefiales, cuando se encuentran fuertemente
ligados a genes o QTL que controlan la resistencia. La identificacion de genes de

interés agrondmico ha sido posible gracias al uso de marcadores moleculares que
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se encuentran ligados a ellos y que permiten seleccionar genotipos que expresen

rasgos de intereés.

En los programas de mejoramiento se conoce como Seleccion Asistida por
Marcadores de ADN (MAS). Los marcadores SCAR son una herramienta de nuevo
uso en el estudio de los cromosomas de las plantas en el genoma total (Miles et
al.,, 1998). Entre los nuevos marcadores se encuentran las Secuencias

Amplificadas de Regiones Caracterizadas (SCAR).

Los SCAR son marcadores basados en la PCR que representa un fragmente de
ADN gendmico y que genéticamente define un loci los cuales son amplificados por
PCR con secuencias de oligonucledtidos especificos (Paran y Michelmore, 1993;
McDermott et al., 1994; Bailey et al., 2004).

Este tipo de marcadores amplifica secuencias ligadas a genes de resistencia y
que por lo general co-segrega junto al gen de interés, ya que la distancia genética
entre la secuencia SCAR y la secuencia del gen de resistencia generalmente no

sobrepasa los 5¢M “centi Morgan”. (Ruiz-Salazar et al., 2016).

Es importante destacar que diversos estudios han mostrado la presencia de loci
de rasgos cuantitativos o QTL en diferentes cromosomas con efectos menores,
medios y mayores sobre la resistencia a P. capsici. Asi mismo se pudo mapear
una region relacionada con resistencia a P. capsici denominada como Phyto 5.2
ubicada en el cromosoma 5 de C. annuum L en la cual se generé un marcador tipo
SCAR para la deteccion de este QTL que confiere resistencia a P. capsici se
encontro en el material resistente CM334 testigo resistente (Figura 5) (Quirin et al.,
2005; Méndez-Aguilar et al., 2015; Pino et al., 2018).
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/) [OpD04.717 RAPD]
/- CD64a TG363

N CT155 TG329
(TG15) TG399
TG358
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TG419 TG351

TG23 CT80a
(TG69a)
w TG238

Figura 5. Marcador SCAR OpD04.717 ligado el QTL Phyto 5.2 que confiere
resistencia a P. capsici. Extraido de (Quirin et al., 2005)

La resistencia de genética cuantitativa o genes menores, también conocida como
resistencia horizontal o poligénica, como su nombre lo indica, esta gobernada por
varios genes, en donde cada uno de ellos contribuye de manera parcial y
particular con un porcentaje de la resistencia total, asi mismo esta resistencia es
de amplio espectro por cuanto no es especifica para una raza o cepa particular de
patdgeno sino que confiere resistencia a todos los individuos de una especie de
patdogenos particular (Estrada-Ramos, 2000; Lopez, 2011). Sin embargo, su
resistencia no es completa, y muestra diferentes niveles dependiendo tanto del
bagaje genético de la planta como de las condiciones ambientales. Dada la
compleja base genética de la resistencia cuantitativa, la estrategia para la
identificacion de las regiones genodmicas implicadas en ella se ha basado en la
detecciones de QTL de aqui el marcador OpD04.717 que es un QTL es decir
abarca un gran niumero de genes que dan resistencia a P.capsici (Estrada-Ramos,
2000; Lépez, 2011).
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IV.  Hipoétesis

En la coleccion de materiales genéticos del Banco de Germoplasma de Chile del
Campo Experimental Las Huastecas existen fuentes potenciales de resistencia a
pudriciones de la raiz (P. capsici), y estas pueden ser detectadas mediante

marcadores moleculares de ADN.

V. Objetivo

General

Identificar fuentes de resistencia a pudriciones de la raiz (P. capsici) en
germoplasma de chile que puedan ser utilizadas en programas de mejoramiento
genético tradicional o mediante seleccion asistida por marcadores moleculares de
ADN (MAS).

Particulares
1. Identificar fuentes de resistencia a Phytophthora capsici en accesiones de

chile mediante marcadores moleculares (SCAR OpD04.717, PR-1, EAS) de
ADN.
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VI.  Metodologia

La siguiente metodologia se realizd en el Campo Experimental las Huastecas del
INIFAP, ubicado en Altamira, Tamaulipas, México. El proyecto experimental consistio
en usar marcadores moleculares de ADN en genotipos de chile (Capsicum annuum)
para conocer la resistencia al fitopatdbgeno Phytophthora capsici. Mismo que se
cuenta con antecedente de estudios cientificos de Instituciones, Investigadores,
Organismos Publicos y Privados del Pais de México y otros paises que avalan
dichos andlisis y resultados. Por lo anterior describiré brevemente las herramientas
metodolégicas que se desarrollaron en este proyecto como son: recolecta de
material vegetal, extraccion de ADN, la técnica de PCR, técnica de electroforesis,

visualizacion de ADN.
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13.Recolecta de material vegetal

Se recolecto tejido (hojas) de 15 plantulas de cada una de las accesiones de chile
jalapefio para la identificacibn de fuentes de resistencia a nivel molecular a
Phytophthora capsici en las instalaciones del campo experimental las Huastecas,
Villa Cuauhtémoc, Tamaulipas. Posteriormente se envolvieron con papel aluminio
previamente etiquetadas y se guardaron en un contenedor con hielo, después se

llevaron y se almacenaron en un congelador a una temperatura de -20°C.

14.Extraccién de ADN vegetal

Para la extraccion del ADN gendmico se utilizé el estuche comercial Wizard®
Genomic (Promega®). Para ello se pesé 80 mg tejido de 15 hojas jovenes de
accesiones mismas que se colocaron en un mortero, se adiciono nitrégeno liquido
(-196°C) y se molié con un pistilo hasta formar un polvo fino. Dicho polvo se pasé
a un tubo Eppendorf de 1.5 mL que contiene 600 pL de solucion de lisis nuclear y
se agitd en Vortex por 3 s. La mezcla se incubo en bafio maria a 65 °C por 15 min.
Transcurrido el tiempo se agregaron 3 uL de RNasa y se mezclaron por inversion
suave (cinco veces). Inmediatamente después, las muestras se incubaron a 37 °C
por 15 min y después se enfriaron por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregaron 200 uL de la solucion de precipitacion de proteinas
y se agitaron en Vortex a alta velocidad por 20 s. Enseguida, se centrifugd por 5
min a 13,000 rpm en una microcentrifuga y cuidadosamente se removio el
sobrenadante que contiene el ADN y se coloc6 en un tubo Eppendorf de 1.5 mL
con 600 pL de isopropanol a temperatura ambiente, para precipitar el ADN.
Inmediatamente se centrifug6 por 5 min a 13,000 rpm. Cuidadosamente se eliminé
el sobrenadante y luego se lavé sucesivamente con etanol al 70% usando 600 pL
y después se centrifugd por 3 min a 13,000 rpm. Finalmente, el ADN se
resuspendido en 40 pL de solucion de rehidratacion de DNA y se almacen¢ a -20
°C. Este proceso se realizO en las accesiones de chile jalapefio y el testigo
resistente CM334.
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15.Preparacion de gel Agarosa al 1%

Se colocé en un matraz de 250 mL 1 g de Agarosa grado molecular y se adicioné
100 ml de buffer TAE 1X que se disolvié una temperatura por un minuto en un
horno de microondas. Posteriormente se dejoé enfriar lo suficiente antes de que se
gelificara, y se vacio en la caja de electroforesis junto con el peine para formar los

pocillos y después se dejo reposar unos 15 a 20 minutos.

16.Condiciones generales de preparacion de reactivos, Oligos y marcador de

peso molecular

16.1. Preparacion de Oligo liofilizado

Para preparar el tubo liofilizado de los Oligos (sentido y anti-sentido) se agrego
100 pl de TE. 1X y se llevé a Vortex para su homogenizacién. Esto se hace en

todos los Oligos.

16.2. Preparaciéon de Reactivos para MIX de PCR

El volumen de reaccion fue de 11.22 ul para todas las muestras, el cual contuvo

en un tubo PCR eppendorf de 0.2ml una mezcla de:
o Buffer Green 4ul (Promega)
e Magnesio 2.4 ul (Bioline)
e dNTPs 0.6yl (Bioline)
e Primer F 2ul (IDT)
e Primer R 2ul (IDT)

e Tagqg. Polimerasa 0.22pl (Bioline)
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El agua y ADN vegetal se agregaron segun lo sefiala la siguiente (Tabla 1)

donde viene el volumen exacto que fue utilizado para el MIX de PCR. De tal

forma que el volumen de reaccion final en el equipo de Termociclador fue de

18 ul para todas las muestras.

Genotipo ADN pl H20 pl
SCM334 1 5.78
J71 1.8 1.78
J72 1.7 1.88
J100 1.7 1.88
J104 1.8 1.78
J164 2.4 1.18
Ja4 3.2 2.08
J62 2.4 4.38
J94 2 4,78
J79 5.7 1.08
J81 5.7 1.08
J82 2 4.78
J84 2.2 4.58
J91 2.3 4.48
J92 2.8 2.2
J95 2.2 4.58
J96 2.3 4.48
J125 2.3 2.08
J97 2 1.58
J102 1.9 1.68
J103 2 1.58
J125 4.5 0.92
J146 2.3 1.28

Tabla 1. Volumen de uso de ADN y Agua en el MIX para PCR.
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16.3. Preparacion de marcador molecular de pb

El marcador de peso molecular fue preparado de acuerdo con los siguientes

reactivos y fue igual para todas las muestras.

e Marcador de 100 pb 2.5ul (Bioline)

e TE. 1X 3yl (Se prepara 10ml de 10X TBE TRIS-BURATE-EDTA de Bioline)
e Mango Tag. 3ul (Bioline)

e SyberGel Red 1ul (AppliChem)

El volumen de reaccion fue de 9.5 pl.

17.Uso de marcador molecular (Oligos) SCAR OpD04.717

17.1. Condiciones de PCR

Se utilizé el marcador molecular SCAR OpDO04.717 asociado con la resistencia a

pudriciones de la raiz (Quirin et al., 2005).

Las condiciones Optimas de PCR fueron: 2 min de desnaturalizacién a 94°C; 32
ciclos de 30 s a 94°C; un alineamiento de 30 s a 45°C y 1 min a 72 min y una
extension final de 5 min a 72 °C. Se trabajé en un termociclador T100™ marca
BioRad.

La secuencia de los iniciadores es (OpD04.717-F): 5"CCA TAA GGG TTG GTA
AAT TTA CAA AG 3" y (OpD04.717-R) 5TCG AGA GAT AAT TCA GAT AGT ATA
ATC 3'. Se corri6 en la camara de electroforesis FisherBiotech a 80 V por 2h. Los
fragmentos amplificados fueron separados en geles agarosa al 1% (Agarose
Molecular Grade Bioline). Después fueron visualizados los geles con exposicion a
la luz UV en un transiluminador BXT-F20.M (Uvitec Cambridge). Posteriormente
los geles se fotografiaron, y se procedid con la identificacibn de accesiones de

resistencia a P. capsici en base a la presencia de la banda 717 pb.
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18.Uso de marcador molecular (Oligos) PR-1

18.1. Condiciones de PCR

Se utilizé el marcador molecular PR-1 asociado con la resistencia a pudriciones de
la raiz (Castro-Rocha et al., 2012; Fernandez-Herrera et al., 2012; Jun et al., 2013;
Villar-Luna et al., 2015).

Las condiciones Optimas de PCR fueron: 4 min de desnaturalizacion a 94°C; 34
ciclos de 30 s a 94°C; un alineamiento de 30 s a 52.6 °C y 30s a 72 min y una
extension final de 4 min a 72 °C. Se trabajé en un termociclador T100™ marca
BioRad.

La secuencia de los iniciadores es (PR1-F): 5GTT GTG CTA GGG TTC GGT
GT 3" y (PR1-R) 5°CAA GCA ATT ATT TAA ACG ATC CA 3'. Se corri6 en la
camara electroforética (FisherBiotech) a 80 V por 2 h. Los fragmentos amplificados
fueron separados en geles agarosa al 1% (Agarose Molecular Grade Bioline).
Después fueron visualizados los geles con exposicion a la luz UV en un
transiluminador BXT-F20.M (Uvitec Cambridge). Posteriormente los geles se
fotografiaron, y se procedio con la identificacién de accesiones de resistencia a P.

capsici en base a la presencia de la banda 301 pb.

19. Uso de marcador molecular (Oligos) EAS

19.1. Condiciones de PCR

Se utilizé el marcador molecular EAS asociado con la resistencia a pudriciones de
la raiz (Castro-Rocha et al., 2012; Fernandez-Herrera et al., 2012; Jun et al., 2013;
Villar-Luna et al., 2015).

Las condiciones Optimas de PCR fueron: 4 min de desnaturalizacion a 94°C; 30

ciclos de 30 s a 94°C; un alineamiento de 30 s a 56 °C y 30s a 72 min y una
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extension final de 4 min a 72 °C. Se trabajé en un termociclador T100™ marca
BioRad.

La secuencia de los iniciadores es (EAS-F): 5 GCT CAA GAA ATT GAA CCG
CCG AAG 3"y (EAS-R) 5" TCT TCA TTA TAG ACA TCG CCC TCG 3'. Se corrio
en la camara electroforética (FisherBiotech) a 80 V por 2 h. Los fragmentos
amplificados fueron separados en geles agarosa al 1% (Agarose Molecular Grade
Bioline). Después fueron visualizados los geles con exposicion a la luz UV en un
transiluminador BXT-F20.M (Uvitec Cambridge). Posteriormente los geles se
fotografiaron, y se procedié con la identificacion de accesiones de resistencia a P.

capsici en base a la presencia de la banda 200 pb.
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La metodologia expuesta en esta investigacion es para poder desarrollar el
proyecto de marcadores moleculares de ADN asociados con la resistencia a

(Phytophthora capsici) en el cultivo del chile (Diagrama 1).

Recolecta de tejido vegetal Banco de germoplasma

(hojas en campolinvernadero

Extraccion de ADN

Preparacion de muestras

PC

Preparacion de gel agarosa

Electroforesis

Visualizacion de ADN

v
T
v
| Preparacion de muestras

V
PR
v
| Proparacion de g agarosa _
v
| Eoctoborssis____
v
| Visusizacion deADN__

Diagrama 1. Protocolo para el uso de marcadores moleculares de DNA
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VIl. Resultados

20. Los marcadores moleculares de ADN tipo SCAR OpD04.717 ligado a QTL
de resistencia (Figura 6, 7, 8) y PR-1, (Figura 9, 10, 11); EAS (Figura 12)
no ligados a QTL fueron identificados y presentaron amplificacion al QTL

de resistencia a P. capsici en accesiones de chile.

Marcador molecular SCAR OpD04.717

El trabajo de PCR con el marcador molecular de ADN OpDO04.717 (Figura 6)
presentd en el segundo carril en gel de agarosa la amplificacion de CM334 testigo
resistente para esta investigacion, lo que indica una resistencia a P. capsici., con
una banda aproximada a 700 pb. (sefialada con una flecha). Mientras que los
carriles con las accesiones de chile jalapeiio 3(J71), 4(J72), 5(J100), 6(J104),
7(J164), 8(J44), 9(J62) y 10(J94) no amplificaron al QTL asociado con la

resistencia.

2 3 4 5 6 7 8 9 10
M CM334 171 72 1100 Jji04  J164 Jaa J62 194
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Figura 6. Fotografia en gel de agarosa con el marcador molecular OpD04.717 en
diversas accesiones de chile jalapeiio y CM334 testigo resistente.

El trabajo de PCR con el marcador molecular de ADN OpDO04.717 (Figura 7)
presentd en el segundo carril la amplificacion de CM334 que es el testigo

resistente lo que indica una resistencia a P. capsici. (sefialada con una flecha).
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Mientras que los carriles con las accesiones de chile jalapefio carriles 3(J79),
4(J381), 5(J382), 6(J84), 7(J91), 8(J92), 9(J95), 10(J96) no amplificaron al QTL de

resistencia.
2 3 4 5 6 7 8 9 10
M  cm334 )79 J81 )82 )84 )91 )92 195 196
g
717pb ee— B e
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Figura 7. Fotografia en gel de agarosa con el marcador molecular OpD04.717 en
diversas accesiones de chile jalapefio y CM334 testigo resistente.

El trabajo de PCR con el marcador molecular de ADN OpDO04.717 (Figura 8)
presenté en el segundo carril la amplificacibon de CM334 que es el testigo
resistente lo que indica una resistencia a P. capsici con una banda
aproximadamente a 600 pb. (sefialada con una flecha). Mientras que los carriles
con las accesiones de chile jalapefio 3(J97), 4(J102), 5(J103), 6(J109), 7(J125),
8(J146), 9(J95) no amplificaron al QTL de resistencia.
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Figura 8. Fotografia en gel de agarosa con el marcador molecular OpD04.717 en
diversas accesiones de chile jalapefio y CM334 testigo resistente.

Marcador molecular SCAR PR-1

El trabajo de PCR con el marcador molecular de ADN PR-1 (Figura 9) present6 en
el segundo carril con una amplificaciéon de 301 pb al gen de resistencia en el
genotipo CM334 que es el testigo resistente (sefialada con una flecha). De igual
manera los carriles numero 3(J71), 4(372), 5(J100), 6(104), 7(J164), 8(J44), 9(J62)
y 10(J94) representan accesiones de chile jalapefio que mostraron bandas de
amplificacion al gen de resistencia.

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 9. Fotografia en gel de agarosa con el marcador molecular PR-1 en
diversas accesiones de chile jalapefio y CM334 testigo resistente.
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El trabajo de PCR con el marcador molecular de ADN PR-1(Figura 10) present6
amplificacion en los carriles 3(J79), 4(J81), 5(J82), 7(J91), 8(J92), 9(J95) y 10(J96)
al gen de resistencia en las accesiones de chile jalapefio con una banda

aproximada de unos 301 pb (sefialada con una flecha).

Por otra parte, el carril 6 no mostré bandeo posiblemente porque no se carg6 bien

la muestra en el gel de agarosa.

Figura 10. Fotografia en gel de agarosa con el marcador molecular PR-1 en
diversas accesiones de chile jalapefio.

El trabajo de PCR con el marcador molecular de ADN PR-1 (Figura 11) se mostré
en los carriles 2(CM334) testigo resistente y en las accesiones de chile jalapefio
3(J97), 4(J102), 5(J103), 6(109), 7(J125) con una amplificacibn de bandas de
aproximadamente de unos 301pb (sefialada con una flecha).

El carril 8(J146) no amplifico posiblemente porque no se cargo bien la muestra en

el gel de agarosa.
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Figura 11. Fotografia en gel de agarosa con el marcador molecular PR-1 en
diversas accesiones de chile jalapefio y el CM334 testigo resistente.

Marcador molecular SCAR EAS

El trabajo de PCR con el marcador molecular de ADN EAS (Figura 12) mostro en
el carril numero 2 y 18 amplificacion en el chile CM334 como testigo resistente
para esta investigacion con una banda aproximadamente de unos 200 pb

(sefalada con una flecha).

De igual manera los carriles nimero 3(J71), 4(J72), 5(J100), 6(104), 7(J164),
8(J44), 9(J62), 10(J94), 11(J81), 12(J82), 13(J184), 14(J91), 15(J92), 16(J95),
17(396), 19(J97), 20(J102), 21(J103), 22(J109), 23(J125), 24(J146), representan

accesiones de chile jalapefio que amplificaron al gen de resistencia.

5 3 7 8 9 10 11 12 13 - 14 150 16 17 18 19 20 PE2P 23 24
Zisa100; CHOREEMOE 834 ) TIGERII4 By JRESL g9 L1917 X192 008 Mg .. CM33s 197 1102 1103 1109 125 146

O B
o ML --»-unm LY TS

Figura 12. Fotografia en gel de agarosa con el marcador molecular EAS en
diversas accesiones de chile jalapefio y el CM334 testigo resistente
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1.1.Tabla comparativa de accesiones de chiles con diferentes marcadores

moleculares de ADN

La siguiente (Tabla 2) muestra los marcadores moleculares de ADN usado en los
diversos genotipos de chiles como son CM334 Testigo resistente y jalapefio para

lograr discriminar entre resistentes y susceptibles.

Marcador molecular de ADN
Genotipo OpD04.717 PR-1 EAS
SCM334 + + +
J71 - + +
J72 - + +
J100 - + +
J104 - + +
J164 - + +
J44 - + +
J62 - + +
Jo4 - + +
J79 - + +
J81 - + +
J82 - + +
J84 - . +
Jo1 - + +
J92 - + +
Jo5 - + +
J96 - + +
J97 - + +
J102 - + +
J103 - + +
J109 - + +
J125 - + +
J146 - . +

Tabla 2. Comparativo de genes de resistencia. (El signo + representa la
amplificacion de las bandas al gen de resistencia, el signo — representa que no
amplifico las bandas al gen de resistencia y el (punto) representa una omisién de
algun reactivo durante su preparacion.
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VIIl. Analisis de resultados

Se utilizaron los cebadores SCAR OpD04.717, PR-1, EAS para identificar
accesiones de chile jalapefio resistentes a P. capsici dentro del banco de
germoplasma del Campo experimental Las Huastecas con potencial para
mejoramiento genético tradicional o mediante Seleccidn asistida por marcadores
moleculares de ADN (MAS).

El uso del marcador SCAR OpDO04.717 que se encuentra ligado al QTL Phyto
5.2 en el cromosoma 5 de la especie Capsicum annuum L. confiere resistencia a
Phytophthora capsici y ha sido eficaz en la discriminacion entre genotipos
susceptibles y resistentes (Quirin et al., 2005; Silvar et al., 2005; Rehrig et al.,
2008; Hong et al., 2013; Méndez et al., 2015; Naresh et al., 2019). Para Quirin et
al, (2005), el chile CM334, CMB, CMA y CU44 han presentado mayor resistencia
al patogeno P. capsici representado con una amplificacion de bandas de 717 pb
en su investigacion. Los trabajos realizados por Méndez et al, (2015) muestran
una banda de amplificacién en el gel de agarosa aproximada a 700 pb con el
marcador OpD04.717, asi mismo para McGregor y Waters (2011), los resultados

en el gel de agarosa evidencian una banda amplificada cercana a los 750 pb.

Por otra parte, las 22 accesiones de chile jalapefio que se utilizaron en la presente
investigacion con el marcador SCAR no fue capaz de discriminar entre accesiones
resistentes y susceptibles, Unicamente el testigo resistente CM334 amplificd del
QTL asociado con la resistencia a P. capsici con unas bandas aproximadas de
700 pb segun los geles reportados y se mostré6 como un marcador polimorfico
(Figura 6, 7, 8).

McGregor y Waters (2011), mencionan que la no amplificacién se puede deber a
gue la presencia de un alelo marcador asociado con un locus de resistencia en
una accesion/poblacion determinada no implica necesariamente la misma

asociacion en diferentes accesiones, por tal motivo las 22 accesiones no
36
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amplificaron el marcador SCAR, asi mismo no se logré identificar accesiones
potenciales para introgesar en programas de mejoramiento genético ya sea

tradicional o mediante MAS.

El marcador molecular SCAR PR-1 (Figura 9, 10, 11), fue monomorfico es decir
tanto el chile CM334 (testigo resistente) como todas las accesiones (20) de chile
jalapefo presentaron amplificacion de banda de 301 pb del gen de resistencia
CABPR1, pero no se logroé discriminar materiales susceptibles de los resistentes.

Dicho marcador esta asociado con los mecanismos moleculares asociados con la
resistencia al oomiceto implican la sobreexpresion de genes/enzimas de defensa
CABPR1, que codifica para una proteina PR-1 relacionadas con patogénesis en
cultivares de chiles a P. capsici reportado por (Kuy-Hong y Kook-Hwang, 2005;
Fernandez-Herrera et al., 2012; Castro et al., 2012; Jun et al., 2013; Ying-Li et al.,
2013; Villar-Luna et al., 2015). Asi mismo, no se logré identificar accesiones
potenciales para introgesar en programas de mejoramiento genético ya sea

tradicional o mediante MAS.

Con respecto al marcador molecular SCAR EAS se presentd como marcador
monomorfico (Figura 12), es decir el testigo resistente chile CM334 ubicado en el
pocillo nimero 2 y 18 asi como las 21 accesiones de chile jalapefio amplificaron
con bandas de 200 pb del gen (PEAS 5-epi-aristoloqueno sintasa) de resistencia,
pero no se logré discriminar materiales susceptibles de los resistentes. Para
(Fernandez-Herrera et al., 2012) el genotipo CM334 ha reportado el gen de
resistencia, asi como chile de la var. Sonora Anaheim. Dicho marcador esta
asociado con los mecanismos moleculares asociados con la resistencia al
oomiceto implican la sobreexpresion de genes/enzimas de defensa EAS que
codifica para la 5-epi-aristoloqueno sintasa, que es la enzima clave en la

biosintesis del capsidiol, la principal fitoalexina sintetizada en chile.
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Los resultados obtenidos indicaron una estrecha relacion entre la expresion de
EAS y la acumulacion de capsidiol en las raices de chile, asi en las plantas
infectadas con P. capsici reportado por (Fernandez-Herrera et al., 2012; Villar-
Luna et al., 2015). Asi mismo, no se logro identificar accesiones potenciales para
introgesar en programas de mejoramiento genético ya sea tradicional o mediante
MAS.

IX. Conclusiones

El marcador molecular SCAR OpDO04. 717 no logro identificar de las 22 accesiones
de chile jalapefio que se investigaron, resistencia al fitopatégeno, Unicamente el
testigo resistente chile CM334 presentd amplificacion de dicho marcador, el cual

esta asociado con el QTL que confiere resistencia a P. capsici.

El marcador PR-1 presenté amplificacién del gen de resistencia a P. capsici en las
20 accesiones de chile jalapefio incluyendo el testigo resistente CM334. Sin
embargo, no fue capaz de discriminar entre genotipos susceptibles de los

resistentes al hongo.

El marcador molecular EAS (5-epi-aristologueno sintasa) presentd amplificacion al
gen de resistencia a P. capsici en las 21 accesiones de chile jalapefio incluyendo
el testigo resistente CM334. Sin embargo, no fue capaz de discriminar entre

genotipos susceptibles de los resistentes al fitopatégeno.

Por lo tanto, no se logré identificar nuevos materiales resistentes que sean
capaces de ser introgresados en programas de mejoramiento genético por via

tradicional o mediante seleccion asistida por marcadores de ADN (MAS).
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X. Cronograma

Febrero Marzo Abril Mayo Junio
Semanas | Semanas Semanas | Semanas | Semanas
11234111234 (1|2|3|4|1|2|3/4/1|2|3|4

Descripcion de
Actividades

Entrega de los primeros
resultados

Desarrollo de
metodologia y ampliacion
de marco tedrico

12, Evaluacion de asesor
externo y entrega rubrica
de primer reporte
Desatrrollo de resultados
Entrevista examen final
Entrega cartel

Entrega final del proyecto
22, Entrega de evaluacion
de asesor externo y
rubrica de reporte final
Entrega de documentos a
la coordinacion
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