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ANTECEDENTES

Debido a la situacién mundial de pandemia por el COVID-19, he tenido la necesidad de
adaptar mi trabajo de fin de mdster a una revisién bibliografica, ya que no pude
concluir mis practicas curriculares en Syngenta S. A. por la declaracion del Estado de
Alarma. Las tareas a realizar en dichas practicas eran la recoleccién de datos y el
fenotipado de plantas apoyando a varios proyectos de mejora genética de pimiento, lo
que me motivd a llevar a cabo una investigacion sobre cémo estan controlados
genéticamente distintos aspectos del fruto. Posteriormente, la empresa me dio la
oportunidad de realizar seis meses mas de prdcticas extracurriculares, pudiendo asi
aumentar mis conocimientos en el sector y en el cultivo y la mejora genética del

pimiento.
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RESUMEN

El género Capsicum, nativo de América Central y del Sur, forma parte de la gran
familia Solanaceae. Hasta el momento, se han identificado 38 especies, de las que
cinco (C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescents, y C. pubescens) han sido
domesticadas y extendidas con diferentes fines dependiendo de la regién de cultivo.
Dentro de las distintas especies hay gran diversidad en cuanto a caracteristicas del
fruto y de la planta, lo que hace que sea un cultivo muy versatil y asequible para
numerosos usos, tanto alimentarios como medicinales, entre otros. La especie mas
importante en el mercado y en la que se centra el estudio es C. annuum. La mejora
genética se basa en la variabilidad genética y el empleo de métodos de seleccién, cada
vez mas precisos, como son los marcadores moleculares. Gracias a estos, se han
descubierto gran cantidad de QTLs asociados con diferentes caracteristicas del fruto:
peso (w2.1, fw3.2), longitud (f13.1), anchura o didmetro (fd3.1),indice de forma (fs3.1, fs10.1)y
anchura o grosor de pericarpo (ot3.1). La colocalizacién en los cromosomas 2 y 3 de
varios loci indica un posible ligamiento, efectos pleiotrépicos o regiones involucradas
en el desarrollo y la fisiologia del fruto. Asimismo se han caracterizado algunos de los
genes relacionados con los caracteres fenotipicos estudiados: CaOVATE, CakKLUH; ademas
de otros genes candidato (Longifolia 1). Todos estos resultados muestran que la forma 'y

el tamano del fruto estan controlados por patrones genéticos complejos.
ABSTRACT

The genus Capsicum, which is native to Central and South America, is part of the
large Solanaceae family. To date, 38 species have been reported; five of these (C.
annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescents, and C. pubescens) have been
domesticated and widespread with different purposes depending on the region of
growing. There is a big diversity of plant and fruit traits among the diverse species that
makes this crop very versatile and affordable for many uses, like medical and
alimentary customs, among others. The most economically important specie, and on
which this review in focused, is C. annuum. Breeding is based on genetic variability and
more and more accurate selection methods, such as molecular markers. These have

contributed to identify numerous QTLs associated with different fruit traits: fruit



weight (fw2.1, fw3.2), length (f3.1), width or diameter (fd3.1), shape index (fs3.1, fs10.1) and
pericarp thickness (pt3.1). The observed colocalization of many loci in the chromosomes
2 and 3 might be due to a linkage, pleiotropic effects or regions involved in the
development and physiology of the fruit. Additionally, some of the fruit traits related
genes have been characterized: CaOVATE, CakKLUH,; and others are candidate genes
(Longifolia 1). These results evince that fruit size and shape are controlled by complex

genetic patterns.



INTRODUCCION

El género Capsicum forma parte de la gran familia Solanaceae, formada por 90
géneros y 2500 especies, como tomate, berenjena o patata. Este género es nativo de
América Central y del Sur, y su domesticacién data de hace 6.000 afos (Perry et al.,
2007). Este cultivo fue introducido por primera vez en Europa por Cristébal Colén
durante sus viajes a América en el siglo XV y, posteriormente, expandido por Africa y
Asia. Gracias a los intercambios comerciales que se llevaban a cabo en Espafia y en
Portugal, favorecido por su aclimatacion en dichas regiones, el pimiento se dispersé
por todo el mundo siendo usado como especia en aquella poblacidon que no podia
permitirse la adquisiciéon de canela, nuez moscada y otras especias que se empleaban

como sazonadoras o conservantes en la comida. (Tripodi y Kumar, 2019).

Hasta el momento, se han identificado 38 especies, de las que cinco (C. annuum,
C. baccatum, C. chinense, C. frutescents, y C. pubescens) han sido domesticadas y
extendidas con diferentes fines dependiendo de la region de cultivo (USDA-ARS, 2011).
El pimiento es uno de los principales cultivos a nivel mundial, cuya produccién se ha

duplicado en los ultimos 20 afios (1998-2018, www.fao.org/faostat). En lo que se

refiere a los tipos de pimiento seco, ha pasado de 2.3 a 4.1 millones de toneladas, y en
los tipos frescos, de 18.5 a 36.8 millones de toneladas. El area de cultivo ha seguido la
misma tendencia en los uUltimos 20 afios, con un aumento de la superficie cultivada de

aproximadamente el 20%.

El interés en el género Capsicum estad en continuo crecimiento debido a la gran
diversidad de muchas de sus caracteristicas, como la arquitectura de la planta, la
morfologia de la flor, la tipologia del fruto, los colores, la pungencia (picor), y
caracteristicas cualitativas que hacen que dicho cultivo sea extremadamente versatil y
asequible para numerosos usos. Dentro del dambito alimentario podemos distinguir
tres usos: fresco; fresco procesado, por ejemplo, en salsas; y especias secas, como
colorantes, saborizantes o conservantes (Poulos, 1994). El pimiento tiene excelentes
propiedades desde el punto de vista nutricional ya que contiene altos niveles de acido
ascorbico (vitamina C) y altos contenidos en [B-carotenos (pro-vitamina A) y en

vitaminas del grupo B (tiamina, riboflavina y niacina); con un efecto biolégico


http://www.fao.org/faostat

antioxidante de protecciéon en las células. (Padayatty et al.,, 2003; Howard and
Wildman, 2007). Ademads, gracias a la presencia de diferentes compuestos como los
gue aportan pungencia, capsaicinoides, y los que otorgan color, carotenoides
(capsantina y capsorubina en frutos rojos, violaxantina y neoxantina en amarillos, y
luteina y PB-carotenos en naranjas), dichos frutos también pueden emplearse en
ambitos no alimentarios: extractos o polvos de los frutos pungentes para usos
etnobotdnicos o medicina tradicional; extractos de capsaicinoides y carotenoides para
medicina moderna o parafarmacia; extractos de capsaicinoides y acidos organicos
como insecticidas o repelentes y con efecto antibacteriano; usos espirituales de los
frutos (ristras); uso ornamental de la planta completa; extractos de capsaicina a modo

de defensa o castigo (Bosland and Votava, 1999; Kumar et al., 2006).
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Figura 1: Ejemplos de tipos populares de pimientos picantes y dulces. (Tripodi and Kumar, 2019).

El genoma del pimiento (Capsicum) se estima que tiene aproximadamente 3.5
Gb. Dentro de este género se incluyen especies principalmente diploides, con 12
cromosomas (n =12); sin embargo, hay especies con 13 cromosomas asi como especies
tetraploides, como es el caso de la especie silvestre C. annuum var. glabriusculum.
Desde el punto de vista filogenético, las distintas especies de Capsicum se han dividido
en 11 clados en funcidon de caracteristicas morfolégicas importantes, origen y
relaciones filogenéticas (Carrizo et al., 2016). Las especies mas importantes en mejora
genética y en la economia se encuentran dentro de los tres clados principales:
Annuum, con tres especies domesticadas (C. annuum, C. frutescens y C. chinense) y dos

silvestres (C. annuum var. glabriusculum y C. galapagoense); Baccatum con tres



variedades de C. baccatum (var. baccatum, var. pendulum, y var. umbilicatum) y las
silvestres C. chacoense y C. praetermisssum; y Pubescens, que solo incluye especies
domesticadas. Entre todas estas especies la mas destacada en el mercado mundial es
C. annuum, domesticada a partir de la especie silvestre chile piquin o “Chiltepin” (C.
annuum var. glabriusculum) (Eshbaugh, 1993), caracterizada por variedades tanto
pungentes como no pungentes con un crecimiento herbdceo o de semiarbusto y gran
diversidad de frutos en cuanto a tamafio, forma y color. Asimismo, la gran mayoria de
estudios de mejora genética se centran en el clado Annuum, debido a la ausencia de

barreras entre las especies que lo forman (Pickersgill, 1997).

Los programas de mejora genética de pimiento se orientan, a grandes rasgos, en
cuatro direcciones: caracteristicas agronémicas como es el rendimiento de cultivo,
aspectos del fruto como color y forma, los habitos de la planta y los set de fruto;
resistencias frente a estreses abidticos, por ejemplo, salinidad y sequia, para ampliar
las regiones aptas para cultivo; resistencias a estreses biodticos, bacterias, hongos y
virus, que causan grandes pérdidas a nivel mundial; calidad, en cuanto a componentes
bioactivos de interés como los mencionados anteriormente, vitaminas, capsaicinoides,
carotenoides (Tripodi and Kumar, 2019). En este estudio nos centraremos en la mejora
genética del pimiento (C. annuum) en aspectos cuantitativos del fruto como es el
tamafio (longitud, anchura o didmetro, indice de forma), el peso y la anchura del

pericarpo.



OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el analisis de los avances y logros

obtenidos en la mejora genética del pimiento. Son objetivos concretos del mismo:

- Larevision de las metodologias de mejora empleadas en pimiento.
- La identificaciéon de QTLs y genes asociados con diferentes caracteristicas del
fruto: peso, longitud, anchura o diametro, indice de forma y anchura o grosor

del pericarpo.

La consecucién de estos objetivos permite tener una visién global de la situacion
actual de la mejora genética del pimiento, pudiendo emplear dichos resultados en

futuros proyectos de mejora para la obtencién de nuevas variedades de dicha planta.



MEJORA GENETICA DE CAPSICUM: HISTORIA, METODOLOGIA Y MARCADORES
MOLECULARES

1. HISTORIA

La domesticacion del género Capsicum comenzd hace 6.000 afios en América
Central y del Sur. Los primeros estudios relacionados con la mejora genética del
pimiento se centran en la herencia de caracteristicas importantes para el rendimiento,
la obtencidn de mutantes, las resistencias frente a enfermedades, la androesterilidad y
diversos caracteres cualitativos (Deshpande, 1933; Daskalov, 1973; Shuh and Fontenot,
1990). Inicialmente, la mejora genética se conseguia mediante la seleccion de
individuos con las caracteristicas fenotipicas de interés, lo cual es un proceso muy
lento y tedioso. Posteriormente, gracias a las aportaciones de la genética mendeliana,
la mejora genética vegetal pasd de ser considerada un arte, a constituir una ciencia.
Hoy en dia, dicha ciencia cuenta con una amplia variedad de métodos de seleccién,
pudiendo elegir en funcién de los objetivos del proyecto de mejora. A groso modo, la
mejora genética del pimiento busca desarrollar en un Unico genotipo una variedad que
tenga alto potencial en cuanto a productividad, resistencia a enfermedades vy

contenido en compuestos bioactivos (Srivastava and Mangal, 2019).

Debido al amplio espectro de pimientos con diferentes caracteristicas, los
objetivos de los proyectos de mejora de Capsicum varian en funcidn del pais de cultivo,
las condiciones de cultivo, el uso final de dichos frutos asi como el mercado al que va
dirigido. Todo esto es tanto por economia de mercado como por las fitopatologias que
afectan a las distintas variedades, que difieren de unas regiones a otras. Dentro de los
tres campos de mejora que se llevan a cabo en Capsicum, el presente estudio se
focaliza en el aumento de la productividad a través de determinadas caracteristicas del

fruto (anchura, longitud, peso y anchura del pericarpo).
2. METODOLOGIA

Desde los inicios de la mejora genética vegetal, son muchos los métodos
empleados, partiendo de métodos convencionales, mas sistematicos, hasta otros cada

vez mas precisos y rapidos. Como métodos convencionales podemos mencionar la



seleccion en masa, la seleccion de lineas puras, el método de pedigri, el método de
descendiente Unico o la mejora por retrocruzamiento (Srivastava and Mangal, 2019).
La seleccidn en masa es una de las primeras técnicas empleadas en Capsicum y de las
mas sencillas. Esta técnica nos permite mejorar simultaneamente multiples
caracteristicas de herencia simple, con alta heredabilidad, que son fijadas facilmente
manteniendo cierta variabilidad. Sus principales usos son en mejora de variedades de

pimiento locales y cultivares de polinizacién abierta (Srivastava and Mangal, 2019).

La seleccion de lineas puras (pureline selection) esta basada en la seleccidon de
plantas, la cosecha separada y la evaluacién de dichas selecciones al afio siguiente para
observar las caracteristicas deseadas. La progenie que presenta un mejor desarrollo y
poca variabilidad genética se cosecha en ‘bulks’ y se evalia en referencia a los
cultivares control. Finalmente, se obtienen lineas puras homocigotas de las mejores
lineas. Se emplea en variedades locales de pimiento que son cultivadas por pequefios
agricultores, asi como en la obtencién de variedades comerciales de pimientos tipo

chili (Srivastava and Mangal, 2019).

El método de pedigri consiste en la mejora genética mediante una seleccién
entre y dentro de las familias, de manera que se les otorga un nimero de pedigri a los
individuos seleccionados permitiendo una trazabilidad total hasta la planta original,
seleccionada en la generacion F, (Srivastava and Mangal, 2019).. Este método se
emplea en programas de mejora combinado con retrocruzamiento para la introgresién

de genes de interés (Alballat et al., 2019).

El método de descendiente Unico (single-seed descent) consiste en la recoleccion
de una semilla de un solo fruto de cada planta de la poblacidon segregante sin
seleccion. Este método se emplea en proyectos de mejora genética llevados a cabo en
invernadero para poder obtener varias generaciones en un mismo afio, para generar
gran cantidad de lineas para cruces en el desarrollo de hibridos y para crear
poblaciones de lineas recombinantes empleadas en los estudios de mapeo (Srivastava

and Mangal, 2019).

La mejora por retrocruzamiento (backcrossing) se emplea para transferir uno o

unos pocos genes de variedades silvestres o primitivas a variedades élite comerciales.



En muchas ocasiones se combina la segunda generacion de retrocruzamiento (BC,) con
el método de pedrigi. En la actualidad es uno de los métodos mds empleado en los

programas de mejora genética de pimiento (Srivastava and Mangal, 2019).

Otro de los métodos mas usados actualmente es la mejora basada en heterosis
(heterosis breeding). Dicho concepto podria definirse como el aumento significativo de
un cardcter cuantitativo por encima de los niveles obtenidos en las lineas puras,
cuando se genera el heterocigoto (hibrido) mediante el cruce de dichas lineas puras. La
obtencién de hibridos F; en Capsicum estd creciendo a gran escala por parte de las

empresas privadas (Sharma et al., 2020).

A medida que dicha ciencia se ha ido desarrollando han ido surgiendo nuevos
métodos para la mejora genética vegetal y, en concreto, para la mejora del pimiento.
Entre estos nos encontramos con la mejora por mutacidn, la poliploidia, el desarrollo
de haploides, los transgénicos y la seleccidn asistida por marcadores moleculares

(Srivastava and Mangal, 2019).

Uno de los grandes problemas del desarrollo de nuevas variedades de pimiento,
y de cualquier vegetal, es el tiempo requerido para encontrar en la naturaleza especies
que, mediante la evolucidon Unicamente, tengan las caracteristicas deseadas para
poder emplearlas en programas de mejora genética. Para solucionar esta limitacion se
utiliza la mutagénesis y, con ella, la mejora por mutacién. Este método consiste en la
generacion de nueva variabilidad genética mediante mutdgenos quimicos o fisicos,
para, posteriormente, emplearla en el desarrollo de nuevas variedades (Srivastava and
Mangal, 2019). En el caso de Capsicum, la parte mutagenizada es la semilla, ya que es
la que mejores resultados ha dado, aunque también se usa la mutagénesis en los
granos de polen empleados en polinizacién (Daskalov, 1986). A parte de su uso en la
generacion de variabilidad genética, también tiene un gran campo de aplicacién en la

anotacién genética y el estudio de genes.

La mejora por poliploidia se basa en eventos de multiplicacién de la dotacién
genética, que se asocian con un aumento en el vigor, seguidos de la adaptacién de
dichas poblaciones poliploides a las condiciones de cultivo. Este incremento observado

en los individuos poliploides respecto a sus relativos diploides se ha asociado al



fendmeno de segregacidn transgresiva o formacion de fenotipos extremos. En el caso
de pimiento es facil aumentar o reducir los niveles de ploidia de forma artificial. Esto
se puede realizar mediante el tratamiento de las axilas de las hojas heridas con
colchicina (Srivastava and Mangal, 2019). Sin embargo, en dicho cultivo se ha visto que
la polipolidia no aporta ventajas en caracteres agrondmicos respecto a los diploides.
Por ejemplo, Takizawa et al. (2008) observaron que los tetraploides producian frutos

mas pequefios y de menor peso que los diploides, sin variaciones en la carga de frutos.

En contraposicidon con la poliploidia tenemos la mejora por haploidia (haploid
breeding). A través de varios experimentos de induccion de haploidia mediante
androgénesis, se ha concluido que la respuesta androgénica depende de diversos
factores: condiciones de crecimiento de la planta, edad, genotipo de la planta (Ercan et
al. 2006; Niklas-Nowak et al. 2012; Koleva-Gudeva et al. 2013; Alremi et al. 2014),
etapa de desarrollo de las microesporas de la antera (Nowaczyk and Kisiata 2006;
Parra-Vega et al. 2013), composicidon del medio de cultivo de las células, concentracion
y combinacidon de los reguladores de crecimiento, aditivos organicos e inorganicos
(Buyikalaca et al. 2004; Zhao et al. 2010; Taskin et al. 2011; Olszewska et al. 2014) y el
pretratamiento de las yemas de las flores y/o de las anteras (Koleva-Gudeva 2007;
Ozkum and Tipirdamaz 2007; Nowaczyk et al. 2015). A pesar de que la tecnologia de
desarrollo de doble haploides es una técnica muy rapida para obtener homocigosidad
completa, en el caso de Capsicum es necesario mejorar la técnica debido a la

naturaleza recalcitrante del pimiento (Sharma et al., 2020).

Un cuello de botella importante en la mejora genética del pimiento es la barrera
gue existe entre diferentes especies en la hibridaciéon post-cigoto, que dificulta los
cruces necesarios para el desarrollo de variedades. Con el fin de sortear dichas
barreras se emplea la técnica de rescate de embriones. La escisidon del embrién y el
cultivo in vitro es un proceso complejo. Ademas, el momento en el que se produce el
aborto del embridn tras la hibridacidn varia en funcién de los genotipos implicados en
el cruce. En el caso del pimiento, se ha conseguido rescatar embriones interespecificos
en las ultimas etapas inmaduras (Yoon et al., 2006) asi como en etapas mds tempranas
(Manzur et al., 2015). Debido a la dificultad del proceso se ha desarrollado la

metodologia de puente genético, basada en el uso de una especie que sea
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filogenéticamente cercana a las dos especies del cruce de interés. Esta especie
filogenéticamente cercana, llamada especie puente, se cruza, en primer lugar, con una
de las especies implicadas en el cruce de interés y se obtiene un hibrido;
posteriormente, este hibrido se cruza con la otra especie implicada en el cruce
(Shivanna and Bahadur, 2015). Por ejemplo, C. chinense ha demostrado ser una
especie puente ideal para conseguir con éxito la hibridacion de C. annuum y C.

baccatum (Manzur et al., 2015).

Una técnica alternativa a todas las anteriores es la transformacién genética del
pimiento. La gran ventaja del desarrollo de transgénicos es la ausencia de barreras
entre especies o entre géneros que se da en los cruces realizados para la obtencién de
hibridos. Esta tecnologia permite transferir genes o caracteres de interés en el género
Capsicum. Los primeros trabajos de transformacidon en pimiento fueron publicados en
1990 (Liu et al., 1990). Las metodologias mas desarrolladas para pimiento son
mediante Agrobacterium, usando los cotiledones y/o los hipocotilos como explantes
(Lee et al., 2004; Shin et al., 2002); o la transformacién directa usando bombardeo de
particulas o gene gun (Chee et al., 2018). A pesar de que es una técnica prometedora,
los protocolos experimentados en pimiento han demostrado baja reproductibilidad
por lo que esto limita los estudios en los que se emplea dicha técnica (Srivastava and
Mangal, 2019). La mayor parte de experimentos se han llevado a cabo para intentar
introducir resistencias a agentes biolégicos como virus (Lee et al., 2004; Shin et al.,

2002).

Partiendo de las bases de las técnicas convencionales anteriormente
mencionadas, y con el gran desarrollo de la genética molecular, se ha producido un
antes y un después en la mejora genética, yendo de una mejora tradicional a una
mejora moderna. La principal diferencia entre estas es la distincién entre fenotipo y
genotipo. Mientras que los genes son heredados, el fenotipo es la expresion de dichos
genes influenciada por el ambiente. De este modo, la variacidon genética se produce a
nivel de DNA vy el screening y la seleccién de los genotipos de interés se realiza en el
fenotipo. Esto se traduce en que los métodos convencionales de seleccién conllevan
una serie de inconvenientes por dar importancia Unicamente al fenotipo (seleccién

directa). El primero de ellos es que las nuevas variedades seleccionadas contienen, a



parte de los caracteres de interés, una serie de caracteristicas que han pasado
desapercibidas durante el proceso de seleccién pero que han ido transfiriéndose y
resultan ser indeseadas en las nuevas variedades. Un segundo inconveniente es la
transferencia de la diversidad genética entre especies sexualmente incompatibles,
teniendo que realizar un amplio nimero de introgresiones y retrocruzamientos, en los
cuales entra en juego de nuevo el primer inconveniente. El ultimo problema que
presenta la mejora tradicional es la incapacidad de controlar la expresion y/o
localizacion de los genes transferidos en el nuevo fondo genético. Todo esto no quiere
decir que la mejora tradicional no pueda continuar desarrollando nuevas variedades,
sino que las metodologias empleadas, por si solas, no pueden aprovechar el potencial
genético de un genotipo. Esto se consigue gracias a la aplicacion conjunta con la
mejora moderna, o mejora molecular, que aporta precisién, rapidez y reduccion de

costes (Srivastava and Mangal, 2019).

Como se ha mencionado anteriormente, la mejora genética convencional se basa
en la seleccidon directa, centrandose en los valores fenotipicos de los distintos
caracteres estudiados. Esto resulta efectivo en caracteres cualitativos mientras que
para caracteres cuantitativos hay una gran influencia del ambiente. Ante esta
limitacion, la mejora genética moderna presenta la seleccidn indirecta, efectiva en
caracteres poligénicos o genéticamente complejos. Esta consiste en la seleccidén de
caracteres o fragmentos de DNA que sean facilmente medibles o detectables y que
estén estrechamente ligados a los caracteres o genes de interés que son mas
complicados de medir o estdn afectados por el ambiente. En este sentido se
desarrollaron los marcadores moleculares (DNA) como una herramienta préctica e

idonea para la seleccidn genética en la mejora vegetal (Srivastava and Mangal, 2019).
3. MARCADORES MOLECULARES

La mejora asistida por marcadores moleculares (MAB), es, actualmente, la
metodologia mas usada en la mejora genética de pimiento. Al emplear un método de
seleccion indirecta no nos permite seleccionar realmente los genes de interés, sin
embargo, ha demostrado ser la mejor herramienta de seleccién a nivel de DNA. La

seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS) presenta numerosas ventajas
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frente a la selecciéon fenotipica convencional, siendo la primera mas simple,
pudiéndose realizar en cualquier etapa del desarrollo de la planta y permitiendo
seleccionar la planta con alta fiabilidad. Ademas, reduce el tiempo invertido en los
procesos de mejora genética. Por todo esto, los marcadores moleculares tienen
numerosas aplicaciones como son la construccién de mapas genéticos, el andlisis de
mapeo comparativo, las relaciones entre germoplasmas, la propia localizacién de los
genes, el estudio de la funcidon de los mismos, asi como el estudio de diversidad

genética, pardmetros de calidad, y la propia mejora genética vegetal (Lee, 2019).

Los marcadores moleculares o marcadores de DNA se pueden dividir en dos
categorias, segin Kumar (1999), en funcién de si la deteccidn de los polimorfismos se
realiza mediante hibridaciones o mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Entre los primeros los mds destacados son los polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccién (RFLP) que se suelen detectar mediante sondas o mediante
Southern blot. Dentro de los marcadores moleculares basados en la PCR tenemos: la
amplificacién aleatoria de DNA polimdrfico (RAPD), las repeticiones entre las
secuencias simples (ISSR), los polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados
(AFLP), las repeticiones de secuencias simples (SSR o microsatélites), las secuencias
polimdrficas amplificadas y cortadas (CAPS), las regiones amplificadas caracterizadas
por secuencia (SCAR), los polimorfismos de amplificacién de regiones diana (TRAP) y
los polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs). Fuera de la anterior clasificacidon nos
encontramos con otros marcadores como son los polimorfismos de conformacién de

cadena Unica (SSCP) (Riaz et al., 2020).

Para analizar los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion o RFLPs,
en primer lugar, se extrae el DNA en estudio, posteriormente, se fragmenta con
enzimas de restriccion, se separan dichos fragmentos en un gel de electroforesis y, por
ultimo, se procede a realizar la hibridacidon del DNA (Southern blot) y su revelado con
sondas marcadas, como pueden ser clones aleatorios de DNA gendmico o cDNA. Esto
permiten identificar fragmentos hibridados de diferentes longitudes resultado de la
presencia o la ausencia de sitios de restriccidén especificos de las enzimas utilizadas, asi
como de la insercién o delecion de secuencias de DNA en dichos fragmentos. Estos

marcadores presentan alta reproducibilidad, herencia codominante y una buena
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capacidad de transferencia (Lee, 2019; Riaz et al.,, 2020). Se emplean para la
construccion de mapas genéticos de Capsicum (Prince et al., 1993) y para la deteccién
de QTLs (Rao et al., 2003; Chaim et al., 2001; Chaim et al., 2003a; Chaim et al., 2003b;
Zygier et al., 2005; Borovsky and Paran, 2011).

Los marcadores basados en la PCR emplean cebadores que pueden ser aleatorios
(RAPD, ISSR y AFLP) o especificos de secuencia (SSR, CAPS, SCAR, SNP) (Lee, 2019).
Como su propio nombre indica, los RAPDs (amplificacién aleatoria de DNA polimdrfico)
emplean cebadores aleatorios que suelen ser de 10 pares de bases (bp). Se comienza
con la amplificacion de todo el DNA genémico con uno de estos cebadores, seguida de
la separacién de los fragmentos amplificados mediante electroforesis en gel de
agarosa. Los polimorfismos entre las diferentes muestras se detectan en funcién de la
presencia o la ausencia de bandas, siendo dichos marcadores de herencia dominante
(Lee, 2019; Riaz et al., 2020). Junto con los RFLPs, permiten la construccion de mapas
de ligamiento de pimiento (Lefebvre et al., 1995); se emplean también en la deteccién

de QTLs (Chaim et al., 2001; Dwivedi et al., 2015; Moulin et al., 2015).

Los marcadores tipo ISSR (repeticiones entre las secuencias simples) emplean
como cebadores los microsatélites, amplificando secuencias de DNA que se
encuentran entre dos regiones idénticas de repeticiones de microsatélites. Los ISSRs
presentan una reproducibilidad mas alta que los RAPDs debido a que los cebadores
empleados son mas largos, 16-25 bp (Reddy et al., 2002); siendo también de herencia
dominante (Lee, 2019). La mayor aplicacion de estos marcadores en Capsicum se
encuentra, junto con los SSR, en los estudios de relaciones filogenéticas o el analisis de

la variabilidad genética (Moulin et al., 2015).

El andlisis de los polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados o AFLPs
es similar al que se lleva a cabo en los RFLPs, aunque algo mds complejo. Se comienza
igualmente con la extraccién del DNA en estudio, se realiza la digestion con dos
enzimas de restriccion y, en este caso, los fragmentos obtenidos se ligan a
adaptadores. Posteriormente, se realiza una amplificacion preselectiva seguida de una
amplificacién selectiva y finalmente, se procede a la separacion mediante

electroforesis en un gel de poliacrilamida y a la revelacidn en tincién de plata. El perfil
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de bandas obtenido informa de las diferencias en los sitios de restriccion (Blears et al.,
1998). Los estudios en los que se emplean los AFLPs en pimiento se centran en la
construccion de mapas de ligamiento (Kang et al., 2001) y en la identificacién de QTLs
asociados con resistencias a enfermedades (Kim et al., 2010) o con caracteristicas de

fruto (Chaim et al., 2001; Borovsky and Paran, 2011; Kargbo and Wang, 2010).

Los microsatélites o SSR son el grupo de secuencias simples repetitivas de DNA
mas pequefias, con una longitud de 1-6 bp. En este caso se emplean cebadores
especificos que flanquean las regiones de los microsatélites para poder amplificarlo
por PCR. Estos marcadores se pueden disefiar a partir de DNA gendmico o génico de
los microsatélites. Tienen herencia codominante (Kesawat and Das, 2009). Presentan
unos usos similares al resto de marcadores, tanto para mapas genéticos (Mimura et al.,
2012), como para el mapeo de QTLs (Arjun et al., 2018; Dwivedi et al., 2015; Naegele
et al., 2016; Moulin et al., 2015; Chakrabarti et al., 2013) o el analisis de la diversidad
(Rivera et al., 2016). Son los mas empleados en Capsicum debido a que gran cantidad

estan disponibles en el dominio publico, son simples y realmente efectivos.

El desarrollo de las secuencias polimdrficas amplificadas y cortadas o CAPSs se
lleva a cabo mediante PCR. Se amplifican las secuencias deseadas con cebadores
especificos (20-25 bp), se digieren con una o varias enzimas de restriccién y se separan
dichos fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa, uni o bidimensional. Al
igual que los marcadores RFLPs y AFLPs, las bandas obtenidas indican la presencia o
ausencia de sitios de restriccidon; sin embargo, los CAPSs presentan las ventajas de que
la cantidad de muestra que se necesita para la PCR es minima, en comparacién con los
RFLPs; son codominantes, a diferencia de los RADPs; presentan alta reproducibilidad; y
su procedimiento es mas simple que el de los RFLPs. Se emplean en el mapeo de genes

(Lee et al., 2008) y de QTLs (Borovsky and Paran, 2011).

Los marcadores tipo SCARs o regiones amplificadas caracterizadas por secuencia,
se identifican por PCR con cebadores especificos. Estos pueden ser dominantes o
codominantes, dependiendo del patrén de herencia. El perfil de bandas de los
primeros indica la presencia o la ausencia de amplificacion; mientras que el de los

codominantes informard de la longitud de los polimorfismos debida a inserciones o
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deleciones. Estos marcadores presentan mayor reproductibilidad que los RAPDs
debido a que los cebadores empleados son de mayor longitud (22-24 bp) y son
especificos (Kesawat and Das, 2009). El desarrollo de dichos marcadores permite

identificar QTLs o genes asociados a ellos (Dwivedi et al., 2015).

Los polimorfismos de amplificacion de regiones diana o TRAP se tratan de
marcadores rapidos y efectivos que se emplean en herramientas bioinformaticas vy
bases de datos de marcadores de secuencias expresadas (ESTs) para producir

marcadores cercanos a secuencias de genes candidatos (Riaz et al., 2020).

Los marcadores moleculares mds novedosos y prometedores son los
polimorfismos de un uUnico nucledtido o SNPs, que estan repartidos por todo el
genoma. Estos nos permiten diferenciar entre dos secuencias de DNA o individuos, al
presentar herencia codominante (Wang et al., 1998). El descubrimiento de estos
marcadores conllevd el desarrollo de numerosas técnicas de genotipado para su
identificacidn, basadas en la combinacion de una técnica de preparacién de la muestra
(hibridacion alelo-especifica, extension con cebadores, ligacidon con oligonucleétidos o
rotura por nucleasa) con una técnica de andlisis (separacion en gel, array,
espectrometria de masas y lectores de placas) (Gut, 2001). Algunas de las técnicas
establecidas son el ensayo Tag-Man (Livak, 1999) o el andlisis de melting de alta
resolucién (HRM) (Liew et al., 2004). El primero se basa en la distincién entre alelos
debido a una sustitucién en un solo nucledtido usando sondas marcadas con
fluorocromos (oligonucleétidos marcados con, bien un fluorocromo reportero, FAM o
TET, bien un fluorocromo quencher) (Livak, 1999). El andlisis HRM permite detectar
polimorfismos en DNA de doble cadena mediante la comparacién de las curvas de
melting, pudiendo usarse en genotipado de SNPs, SSRs e inserciones y deleciones (Liew
et al., 2004). Esta ultima es mas rdpida, mds barata y mas simple que la anterior. Entre
las aplicaciones de los SNPs en mejora genética de pimiento estdn los mapas genéticos
(Pereira-Dias et al., 2019), los mapas de ligamiento (Lee et al., 2016; Wei et al., 2020;
Hulse-Kemp et al., 2016), la identificacion de variedades (Jung et al., 2010) o el mapeo
de QTLs (Han et al., 2016; Lu et al., 2012; Lee et al., 2020; Chunthawodtiporn et al.,
2018; Du et al., 2019; Colonna et al., 2019; Wu et al., 2019; Nimmakayala et al., 2016;
Naegele et al., 2014).
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Otro tipo de marcadores moleculares son los polimorfismos de conformacién de
cadena simple o SSCPs. Se trata de marcadores simples y eficientes que dependen del
cambio en la movilidad de la cadena simple de DNA en un gel de poliacrilamida no

desnaturalizante (Dong and Zhu, 2005).

Tabla 1: Caracteristicas de los marcadores moleculares (Lee, 2019).

. . Cantidad de
Marcador Abun’dar.ma Especificidad Codominancia Reproducibilidad DNA Cost’e_ c_IeI
genomica de locus . analisis
requerida
RFLP A S S A A A
RAPD A N N B B B
ISSR M/A N N M/A L L
AFLP A N N/S M/A M M
SSR A S S A B B
CAPS B S S A B B
SCAR B S N/S A B B
SNP MA S S A B B/MB

MA: Muy alto; A: Alto; M: Medio; B: Bajo; MB: Muy bajo; S: Si; N: No.

En el caso de la familia Solanaceae, son ampliamente utilizados una serie de
marcadores llamados marcadores COS (Conserved Ortholog Set), destacando en
pimiento el grupo COSII. Estos marcadores estan basados en la PCR y se desarrollan a
partir de genes ortélogos conservados de copia Unica provenientes de Arabidopsis
(Fulton et al., 2002). Con ayuda de estos marcadores se ha desarrollado uno de los
mapas moleculares de pimiento mas importantes (Wu et al., 2009). Se emplean
también en la identificacion de QTLs (Borovsky and Paran, 2011; Yarnes et al., 2013;

Rinaldi et al., 2016).

Gracias a miles de afios de seleccion humana de las plantas de pimiento en
diferentes ambientes y con diferentes fines, actualmente hay una gran diversidad de
variedades. Podemos denominar como sindrome de domesticacion a las caracteristicas
deseadas que han sido, o son, seleccionadas por los mejoradores (Gepts, 2014). Entre
ellas tenemos: frutos persistentes, se mantienen en la planta hasta la cosecha; frutos
colgantes, asociado con un aumento de tamano, mejor proteccion frente a la
exposicidn solar y restriccién a su consumo por los pajaros; apariencia del fruto y
variaciéon en el grado de pungencia, asociado con el mercado objetivo (Kumar et al.,
2018). Sin embargo, debido a las migraciones de las variedades de unos lugares a otros
y a las selecciones artificiales de estas, la mejora genética tiene un gran inconveniente:

la terrible reduccién de las bases genéticas del pimiento y de la variabilidad genética,
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como ocurre en la mayoria de las especies cultivadas. Durante el siglo pasado esta
pérdida se vio acelerada por el gran desarrollo de variedades comerciales e hibridos de
alto rendimiento, los cuales son genéticamente homogéneos (Votava et al., 2005). A
estos hechos hay que sumarles el cambio climatico y la creciente demanda de
alimentos mundial, lo que hace que sea necesaria la recuperacidon de la variabilidad
genética. En este sentido, las variedades locales, mantenidas por los agricultores y bien
adaptadas a los ambientes en los que llevan muchos afios cultivandose, son buenas
candidatas para recuperar la diversidad genética perdida. Por todos estos motivos, la
mejora genética actual involucra gran cantidad de especies locales o nativas, cuya
caracterizacion del germoplasma estd asistida por marcadores moleculares (Rivera et

al., 2016).

La mejora genética asistida por marcadores moleculares es una combinacién de
la aplicacidon de los marcadores moleculares junto con los mapas de ligamiento y la
gendmica, para lograr una alteracion o mejora en las caracteristicas de interés
mediante ensayos genotipicos (Sharma et al., 2020). Dentro de este campo se han
desarrollado distintas estrategias de mejora como la seleccién asistida por marcadores
mencionada anteriormente (MAS), el retrocruzamiento asistido por marcadores
(MABC), la seleccién recurrente mediante marcadores (MARS) y la selecciéon de
genoma completo (genome-wide selection, GWS) o seleccién gendmica (GS) (Herzog

and Frisch, 2011).
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MAPEO MOLECULAR E IDENTIFICACION DE QUANTITATIVE TRAIT LOCI (QTLs) Y
GENES ASOCIADOS CON CARACTERISTICAS DEL FRUTO EN EL GENOMA DE CAPSICUM

Los mapas genéticos y los mapas de ligamiento empleados en mejora genética
vegetal requieren el conocimiento de las secuencias gendmicas completas
pertenecientes a las especies en estudio. En el caso de C. annuum hay dos genomas de
referencia publicados, que incluyen una especie nativa de México, Criollo de Morelos
(CM334) (Kim et al., 2014), y una especie cultivada, denominada Zunla-1 (Qin et al.,
2014). Ademas, se ha conseguido secuenciar el genoma de un hibrido F; obtenido a
partir de un cruce interespecifico entre CM334 y una linea de mejora de pimiento
blocky no pungente (Hulse-Kemp et al., 2018). Gracias a estos se han desarrollado gran
cantidad de mapas de alta densidad para el mapeo en pimiento, como es, por ejemplo,
el mapa de ultra alta densidad construido por Han et al. (2016) en una poblacién de
lineas endogdmicas recombinantes (RIL) del cruce entre la variedad Prennial y la
variedad Dempsey. Dado que los mapas estdn basados en marcadores moleculares
permiten realizar a su vez estudios de sintenia entre las distintas especies de
Solanaceae o estudios comparativos de mapeo de caracteristicas comunes (Mohan
and Paran, 2019). Un ejemplo de su uso en estudios comparativos entre especies es el
realizado por Lee et al. (2016), en el que se comparé el mapa genético de C. baccatum
con el de C. annuum (CM334) y se descubrid la posible causa de las barreras genéticas

entre dichas especies: diferentes translocaciones entre los cromosomas 1y 8; 3y 5;y 3

vy 9.

1. QUANTITATIVE TRAIT LOCI (QTLs) ASOCIADOS CON CARACTERISTICAS DEL
FRUTO EN EL GENOMA DE CAPSICUM

El desarrollo de los mapas genéticos ha permitido grandes avances en los
programas de mejora genética, pudiendo mapear caracteres cuantitativos, poligénicos
o de herencia compleja, conocidos como loci de caracteres cuantitativos (QTLs). Dichos
QTLs son regiones del genoma responsables de la variacion de caracteres
cuantitativos, y su estudio permite a los mejoradores genéticos la identificacién y el
mapeo de los loci asociados a caracteristicas de interés agrondmico (Moulin et al,

2015). El poder de deteccién de los QTLs viene determinado por diversos pardmetros
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entre los que se incluyen la eleccidon de las lineas parentales, cuanto mas diferentes
genéticamente sean ambas lineas, mds facil serd la deteccidon de los QTLs; el tamafio
de la poblacion de estudio; y el disefio de los ensayos, que afecta a la heredabilidad
(Crepieux et al.,, 2004). Ademads, hay que tener en cuenta que dichos QTLs se ven
afectados por las condiciones ambientales, pudiendo encontrar diferencias entre los

QTLs detectados en distintos ensayos.

Las caracteristicas relacionadas con el fruto en pimiento son determinantes
criticos en relacién a la calidad adecuada para el mercado, tanto para adaptarla a los
gustos de los consumidores como para el procesado o la calidad post-cosecha (Hong,
2020). El presente estudio se centra en la revision de QTLs asociados a caracteristicas
esenciales del fruto como son la longitud, la anchura, el indice de forma (relacion entre
la longitud y la anchura), el peso del fruto y la anchura o grosor del pericarpo. Estas
caracteristicas muestran valores de heredabilidad en el sentido amplio altos, lo que
quiere decir que son los factores genéticos los principales determinantes de la
variabilidad fenotipica observada (Lee et al., 2020). La forma del fruto y la anchura del
pericarpo son dos de las caracteristicas mas importantes para decidir el éxito de una
variedad de cultivo en una regién determinada (Naegele et al., 2016). Los primeros
estudios de la forma del fruto en pimiento, realizados por Sinnott y Kaiser (1934) y por
Kaiser (1935), demostraron que la forma del fruto (relacién entre la longitud y la
anchura) en C. annuum estd genéticamente controlada por si sola y no como el
resultado de dimensiones de anchura y longitud heredadas de forma independiente.
Ademas, el control genético de la forma del fruto varia segun el cruce realizado,
pudiendo observarse una herencia monogénica en algunos casos o una segregacion

mas compleja en otros (Chaim et al., 2003a).

Hay numerosos QTLs asociados con el peso del fruto, la forma, la longitud, la
anchura y el grosor del pericarpo (Tabla 2). Las poblaciones de mapeo incluyen cruces
entre diferentes variedades de la especie en estudio, C. annuum, asi como de esta con
otras especies del mismo género, como son C. frutescens, C. galapagoense,

C.baccatumy C. chinense.
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Tabla 2: Lista de QTLs asociados a caracteristicas del fruto de pimiento (N2: NiUmero).

° -
Caracteristica Poblacion Ne de am (.je fefecto Tipo de Referencia
QTLs principal marcador
Maor (C. annuum) x Prennial RFLP, AFLP, Chaim et al.
Peso del fruto ., 5 fw3.2 RAPD (2001)
Maor (C. annuum) x BG2816 Rao et al.
Peso del fruto (C. frutescens) 5 fw2.1 RFLP (2003)
Pl 152225 (C. chinense) x Zygier et al.
P | f 2.1 RFLP
CEDC NG 100/63 (C. annuum) 3 fw (2005)
Yolo wonder (YW) (C. Barchi et al
Peso del fruto annuum) x CM334 (C. 4 Lfw4.1 ’
(2009)
annuum)
et e G EIARED g gMFWA4.1 SNP Lu et al. (2012)
(C. annuum)
PEN45 (C. baccatum) x SM, Eggink et al.
Peso del fruto GNM (C. annuum) 3 LG1 8 SNP (2014)
Prennial (C. annuum) x Han et al.
P | f NP
CRICERICLD Dempsey (C. annuum) 6 S (2016)
007EA (C. annuum) x P1512 Wei et al.
Peso del fruto (C. frutescens) 1 gFWi11 SNP (2020)
Peso del fruto G (G C T 3 PD_FWg7.1 SNP Lee et al. (2020)
Dempsey (C. annuum)
indice de forma Maor (C. annuum) x Prennial 3 f53.1 RFLP, AFLP, Chaim et al.
del fruto (C. annuum) ’ RAPD (2001)
indice de forma Maor (C. annuum) x Prennial Chaim et al.
del fruto (C. annuum) JoEL RFLP (2003a)
indice de forma 5226 (C. annuum) x P1159234 Chaim et al.
2 .1, fs10.1 RFLP
del fruto (C. chinense) fs3.1, 510 (2003b)
indice de forma Maor (C. annuum) x BG2816 Rao et al.
del fruto (C. frutescens) 2 JoEL RFLP (2003)
indice de forma P1 152225 (C. chinense) x Zygier et al.
4.2 RFLP
del fruto 100/63 (C. annuum) 3 fs (2005)
indice de forma ZS:LY;;‘?(?I\(/I\;VQ ((E_ 6 Frs3.1 Barchi et al.
del fruto ’ ’ (2009)
annuum)
indice de forma 5226 (C. annuum) x P1159234 2 fs3.1, fs10.1 AFLP, RFLP, Borovsky and
del fruto (C. chinense) COSlI, CAPS Paran (2011)
indice de forma LS2341 (C. annuum) x 2 SSR, AFLP, Mimura et al.
del fruto Calofornia Wonder (CW) (C. CAPS, ETS (2012)
annuum)
indice de forma PEN45 (C. baccatum) x SM, 5 LG1_8 SNP Eggink et al.
del fruto GNM (C. annuum) (2014)
indice de forma Early Jalapeno (C. annuum) x 5 4.1 SNP Naegele et al.
del fruto CM334 (C. annuum) (2014)
indice de forma Prennial (C. annuum) x 4 FS.3.1, FS$3.2 SNP Han et al.
del fruto Dempsey (C. annuum) (2016)
Diametro del Maor (C. annuum) x Prennial 4 fd3.1 RFLP, AFLP, Chaim et al.
fruto (C. annuum) RAPD (2001)
Didmetro del Maor (C. annuum) x BG2816 6 fd2.1, fd3.1 RFLP Rao et al.
fruto (C. frutescens) (2003)
Diametro del Yolo wonder (YW) (C. 7 Frd11.1 Barchi et al.
fruto annuum) x CM334 (C. (2009)
annuum)
Diametro del LS2341 (C. annuum) x 4 SSR, AFLP, Mimura et al.
fruto Calofornia Wonder (CW) (C. CAPS, ETS (2012)
annuum)
Anchura del fruto  YCM334 (C. annuum) x Taean 3 gFWd1 SNP Lu et al. (2012)
(C. annuum)
Anchura maxima 2816-6 (C. frutescens) x 13 cosll Yarnes et al.
del fruto NuMexRNAKY (C.annuum) (2013)
Anchura del fruto PENA4S5 (C. baccatum) x SM, 7 LG1_ 8, LG9 SNP Eggink et al.
GNM (C. annuum) (2014)
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Tabla 2: (Continuacion)

° "
Caracteristica Poblacion Ne de at (.je .efecto Tipo de Referencia
QTLs principal marcador
CW (C. annuum) x LCA235 (C. .. SSR, SCAR, Dwivedi et al.
Anchura del fruto e 1 Qfw.iivr2.1 RAPD (2015)
Diametro del Prennial (C. annuum) x Han et al.
fruto Dempsey (C. annuum) > FD.1, FD3.2 SNP (2016)

. Maor (C. annuum) x Prennial RFLP, AFLP, Chaim et al.
Longitud del fruto - 4 fl3.1 RAPD (2001)

. Maor (C. annuum) x BG2816 Rao et al.
Longitud del fruto (C. frutescens) 4 fl2.1 RFLP (2003)

X Yolo wonder (YW) (C. annuum) Barchi et al.
Longitud del fruto x CM334 (C. annuum) 3 Fri4.1 (2009)

LS2341 (C. annuum) x .

. . SSR, AFLP, Mimura et al.
Longitud del fruto Calofornia Wonder (CW) (C. 2 CAPS, ETS (2012)

annuum)

. YCM334 (C. annuum) x Taean Lu et al.
Longitud del fruto R - 3 gFL4.1 SNP (2012)
Longitud maxima 2816-6 (C. frutescens) x 15 cosl| Yarnes et al.

del fruto NuMexRNAKY (C.annuum) (2013)

. PENA4S5 (C. baccatum) x SM, Eggink et al.
Longitud del fruto GNM (C. annuum) 4 LG10.1 SNP (2014)

. CW (C. annuum) x LCA235 (C. .. SSR, SCAR, Dwivedi et al.
Longitud del fruto annuum) 2 Qfl.iivr3.2 RAPD (2015)

) Prennial (C. annuum) x FL3.1, FL3.2, Han et al.
feneitidis i Dempsey (C. annuum) 6 FL3.3 SNP (2016)

. FL201 (C. annuum) x TC07245 Arjun et al.
L | f 2 1.2.1 R

ongitud del fruto (C. galapagoense) paufi SS (2017)

. 007EA (C. annuum) x P1512 (C. Wei et al.

Longitud del fruto e 1 gFL3 SNP (2020)
Grosor del Maor (C. annuum) x Prennial 4 t3.1 RFLP, AFLP, Chaim et al.
pericarpo (C. annuum) pLs. RAPD (2001)
Grosor del Maor (C. annuum) x BG2816 5 perwd3.2, RELP Rao et al.
pericarpo (C. frutescens) perwd11.1 (2003)
Grosor del Yolo wonder (YW) (C. annuum) 5 Pet10.1 Barchi et al.
pericarpo x CM334 (C. annuum) ' (2009)
Grosor del 2816-6 (C. frutescens) x 9 cosil Yarnes et al.
pericarpo NuMexRNAKY (C.annuum) (2013)
Grosor del Early Jalapeno (C. annuum) x 1 41 SNP Naegele et al.
pericarpo CM334 (C. annuum) ’ (2014)
Gorsor del CW (C. annuum) x LCA235 (C. .. SSR, SCAR, Dwivedi et al.

. 2 Qpt.iivr2.1
pericarpo annuum) RAPD (2015)

a. Peso del fruto

Se han identificado QTLs asociados con el peso del fruto en varios cromosomas.
Chaim et al. (2001) descubrieron 5 regiones ligadas a dicha caracteristica, entre las que
fw3.2, localizado en el grupo de ligamiento o cromosoma 3, tiene el mayor efecto en el
fenotipo (15-18%). En el estudio realizado por Rao et al. (2003) la regién asociada con
el peso del fruto que mayor porcentaje de variabilidad explica es fw2.1 (16-20%),
localizada en el grupo de ligamiento o cromosoma 2. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Zygier et al. (2005), en donde la variacidon fenotipica explicada por

fw2.1 asciende hasta 62%, haciendo de este QTL de gran interés en mejora genética.
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Ademads, se identificaron dos regiones en el cromosoma 4, fw4.1 y fw4.2, que
representan menor porcentaje de variabilidad del peso del fruto (17% y 25%,
respectivamente). Barchi et al. (2009) y Lu et al. (2012) también concluyeron que en el
cromosoma 4 habia una regidén asociada con el peso del fruto (Lfw4.1 y gMFWA4.1) que
era responsable del 13-15% de la variabilidad de dicho caracter. Otros cromosomas en
los que aparecen QTLs asociados con el peso son el cromosoma 1, donde se ha
encontrado una region (LG1_8) que explica el 38% de la variabilidad del peso del fruto
(Eggink et al., 2014); el cromosoma 11, en el cual Wei et al. (2020) han identificado
qFW11, responsable de un 38% de la variacion del fenotipo; y el cromosoma 7, con la
region PD_FWg?7.1 identificada por Lee et al. (2020). Esto nos permite concluir que el
peso del fruto es un caracter poligénico con una genética compleja, ya que

encontramos regiones asociadas a dicho caracter en numerosos cromosomas.

Dado que en la actualidad los marcadores moleculares mas empleados son los
SNPs, cada vez hay mas estudios de asociacion de dichos marcadores con
caracteristicas del fruto. Nimmakayala et al. (2016) identificaron 16 SNPs asociados al
peso del fruto repartidos por los 12 cromosomas de pimiento, excepto los
cromosomas 4 y 7. Otro estudio de asociacién de SNPs con caracteristicas del fruto es
el publicado recientemente por Lee et al. (2020), en el que se identificaron 28 SNPs

dispersos por diferentes cromosomas (1, 2, 4, 6, 7, 8,10, 11y 12).

Algunos de los QTLs mas importantes en fruto tienen sus respectivos ortélogos
en tomate, como son fw2.1y fw 3.2. Un QTL muy conocido e importante de tomate es
fw2.2, u ovate, que estd asociado con la forma del fruto. La relacién entre fw2.1 de
pimiento y fw2.2 de tomate es algo confusa, ya que dicho QTL de pimiento se
colocaliza con ovate de tomate; sin embargo, fw2.1 de pimiento corresponde con
fw2.1 de tomate, con otra localizacidn. Esto puede ser debido a una inversién de la

parte mas distal del cromosoma 2 de tomate respecto a pimiento (Zygier et al. 2005).
b. indice de forma del fruto

Numerosos estudios han demostrado la existencia de QTLs asociados con la
forma del fruto a lo largo del genoma de C. annuum, destacando los de mayor efecto

en los cromosomas 1, 3, 4 y 10 (Tabla 2). Uno de los QTLs mas importantes es el
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identificado por Chaim et al. (2001), fs3.1, localizado en el cromosoma 3 de pimiento y
responsable del 63-67% de la variacion fenotipica del caracter. Este QTL fue estudiado
posteriormente por Chaim et al. (2003a), quienes concluyeron que el modo de accién
de fs3.1 en el crecimiento de las dimensiones del fruto es distinto en funcion del fondo
genético. En el cromosoma 10 se ha identificado un locus significativo ligado a la forma
del fruto, fs10.1, que representa el 45% de la variacion de la forma (Chaim et al.,
2003b). Ademas, se vio que dicho QTL estaba ligado a su vez con el locus A,
responsable del contenido en antocianinas del fruto y presente también en tomate y
patata. Fs10.1 interviene en la regulaciéon de la forma de las células durante las dos
primeras semanas de desarrollo del fruto (Borovsky y Paran, 2011). Zygier et al. (2005)
localizaron dos regiones en el cromosoma 4 asociadas con el indice de la forma del
fruto, fs4.1y fs4.2, siendo la ultima la que tenia un efecto mayor en el fenotipo (26%).
Estos QTLs se colocalizan con dos de los QTLs asociados con el peso del fruto (fw4.1y
fw4.2) demostrando la relaciéon entre ambos caracteres. Se han encontrado otras
regiones ligadas a la forma del fruto en el cromosoma 1: LG1_8, que coincide con la
anteriormente mencionada asociada al peso y que ademas estd relacionada con la
composicidon bioquimica del fruto responsable del sabor, de manera que el fruto
tendrda mas sabor (mds concentracion en compuestos volatiles) cuanto mas pequeno
sea (Eggink et al., 2014). Otros QTLs de menor efecto se encuentran en los
cromosomas 1, 2, 3, 4, 5, 8 y 10, destacando una region del cromosoma 5 que estd
ligada con un QTL de resistencia al patégeno Phytophyhora capsici (Naegele et al.,

2014).

Entre los estudios de SNPs asociados al indice de forma del fruto destaca el
llevado a cabo por Colonna et al. (2019). Los SNPs de mayor importancia identificados
son los localizados en los cromosomas 3 y 10. El SNP mds destacado observado en el
cromosoma 3 (SNP 3:183386147) estd localizado en la regién fs3.1 y tiene una fuerte
relacion con las distintas formas que podemos encontrar en la amplia gama de
variedades de pimiento actual. En el cromosoma 10 nos encontramos varios SNPs con
relativa importancia dentro de la regién fs10.1 (SNP 10:33557960, SNP 10:28759675).

Resultados similares son los obtenidos por Du et al. (2019).
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Las relaciones de sintenia entre los distintos géneros de la familia Solanaceae no
estan tan definidas como en el caso de los QTLs asociados al peso del fruto. Uno de los
QTLs comunes entre pimiento y tomate resulta ser de menor efecto en pimiento, fs8.1
(Bororvsky y Paran, 2011; Paran y van der Knaap, 2007). Sin embargo, en patata si que
se ha identificado una regidn ortéloga a fs10.1, el gen Ro, responsable de la forma

elongada del tubérculo (Bororvsky y Paran, 2011; Zhang, 2009).
c. Diametro o anchura del fruto

Al igual que en las anteriores caracteristicas, se han encontrado QTLs, tanto de
efecto mayor como menor, repartidos por la mayoria de los cromosomas de C.
annuum (Tabla 2). En el estudio realizado por Chaim et al. (2001) se identificé un locus
responsable del 37-42% de la variabilidad fenotipica, denominado fd3.1. Este QTL es
de gran importancia ya que también fue asociado por Rao et al. (2003), en donde la
contribucién de dicho locus a la variabilidad del fenotipo era menor (10-11%); y por
Mimura et al. (2012), donde la influencia de dicho QTL en el caracter era similar a la
obtenida por Chaim et al. (2001), 37-38%. Asimismo, en el cromosoma 3 se identificd
otra regién ligada a la anchura del fruto, FD3.2 (Han et al., 2016). Rao et al. (2003)
descubrieron a su vez en el cromosoma 2 un QTL ligado al didmetro del fruto, fd2.1,
responsable del 10-15% de la variacidn. Esta region se corresponde con la observada
por Dwivedi et al. (2015), Qfw.iivr.2.1. En el cromosoma 1 también se han encontrado
regiones asociadas con el caracter en cuestién: gFWd1 (Lu et al., 2012); FD1 (Han et al.,
2016); y LG1_8, que colocaliza con QTLs de peso del fruto, de indice de forma del fruto
y de composicion bioquimica de este (Eggink et al., 2014). Algunos QTLs de efecto
menor han sido identificados por Yarnes et al. (2013) en los cromosomas 3, 4,5,6,9y
11. Ademas de los QTLs, también se han analizado SNPs ligados directamente con la
anchura del fruto, apareciendo varios en el cromosoma 8 (3 SNPs) (Wu et al., 2019) y

en el cromosoma 9 (2 SNPs) (Lee et al., 2020).

Diversos QTLs menores asociados al diametro del fruto de pimiento tienen sus
ortdlogos en tomate: fd1.1, fd2.1, fd4.1, fd11.2 (Rao et al.,, 2003; Lippman and
Tanksley, 2001).
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d. Longitud del fruto

La longitud del fruto es otro de los caracteres importantes en la diversidad de
variedades de pimiento actual. Debido a esto son numerosos los estudios en los que se
analizan los QTLs asociados con dicho caracter (Tabla 2). Los cromosomas en los que
nos encontramos loci ligados a la longitud del fruto que representan la mayor
variabilidad del fenotipo son el 2, el 3 y el 4. Numerosos andlisis han identificado en el
cromosoma 3 una regidon comun, denominada fI3.1, responsable de hasta el 51-52% de
la variacion fenotipica en la longitud (Mimura et al., 2012; Chaim et al., 2001; Han et
al.,, 2016; Wei et al., 2020). En diferentes investigaciones se han encontrado otras
regiones en el cromosoma 3 asociadas en menor medida con la longitud del fruto:
Qfl.iivr.3.2 (Dwivedi et al., 2015) y fI3.2 y fI3.3 (Han et al., 2016). El cromosoma 2
presenta también un QTL de interés, denominado fl2.1 o paufl2.1 segun si fue
obtenido por Rao et al. (2003) o Arjun et al. (2017), respectivamente, que es
responsable del 13-25% de la variabilidad fenotipica. Aunque en este caso representan
menor variabilidad del fenotipo también interesa destacar los loci encontrados en el
cromosoma 4 por Barchi et al. (2009) y Lu et al. (2012); y en el cromosoma 10 por
Eggink et al. (2014). Otros QTLs menores fueron localizados en los cromosomas 2, 3, 4,
11y 12 por Yarnes et al. (2013). Respecto a los SNPs relacionados con la longitud del
fruto de pimiento, Lee et al. (2020) identificaron un SNP en el cromosoma 4 altamente

correlacionado con dicho caracter.

Son pocas las relaciones de sintenia entre las solandceas en lo que se refiere a
QTLs ligados a la longitud del fruto. Las regiones fl2.1 y fI3.1 podrian tener sus
ortélogos en tomate (Rao et al.,, 2003; Lippman y Tanksley, 2001). En el caso de
pimiento y berenjena se han observado regiones asociadas a la longitud del fruto con
similares localizaciones. A partir de esto, Rinaldi et al. (2016), propusieron la hipdtesis
de que el clustering en la misma regién de los QTLs asociados a caracteristicas
interesantes en mejora genética podria ser debida a la colocalizacién de genes

involucrados en la proliferacion celular, la elongacién celular o ambas.
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e. Grosor o anchura del pericarpo

Los estudios en los que se analiza la anchura del pericarpo son menos numerosos
(Tabla 2). Destaca una vez mas el cromosoma 3, en el que se han encontrado dos
regiones asociadas con dicho cardcter: pt3.1, cuyo porcentaje de variabilidad
fenotipica es de 34-37% (Chaim et al., 2001) y perwd3.2, con una influencia menor (6-
10%) (Rao et al., 2003). En el cromosoma 2 también se ha observado una region
involucrada en la anchura del pericarpo responsable de una variabilidad del 21%
(Qfl.iivr.2.1) (Dwivedi et al.,, 2015). Ademas, se han identificado QTLs menores
asociados con dicho caracter en los cromosomas 4, 9, 10, 11 y 12 (Rao et al., 2013;
Barchi et al., 2009; Yarnes et al., 2013; Naegele et al., 2014). Entre estos destaca una
region del cromosoma 4, identificada por Naegele et al. (2014), que esta asociada a su
vez con la resistencia a Phytophthora capsici de manera que, cuanto menor es la
anchura del pericarpo mayor resistencia tendra el fruto a la infecciéon por dicho
patégeno. Los estudios de asociacién de SNPs con la anchura del pericarpo son escasos
destacando el realizado por Lee et al. (2020), en el que se detectd un SNP en el

cromosoma 4 que resulto estar ligado también al peso del fruto.

En lo que se refiere al grosor del pericarpo, se han detectado relaciones de
ortologia entre tomate y pimiento en QTLs que resultan ser menores en pimiento,
como son perwdl.1 (Rao et al., 2003; Fulton et al., 2000) y pet10.1, ortdlogo de
pcpl0.1 de tomate (Barchi et al., 2009; Frary et al., 2004).

A partir de los datos mencionados anteriormente, podemos observar que las
caracteristicas del fruto estan asociadas principalmente a los cromosomas 2, 3 y 4.
Segun expuso Rao et al. (2003) y habiendo sido apoyado por numerosos estudios
posteriores (Tabla 2), podemos encontrar una colocalizacion de diferentes QTLs
asociados con distintas caracteristicas. En el cromosoma 2 se identifican en las mismas
posiciones loci asociados con el peso, la longitud y el didametro del fruto (fw2.1, fl2.1y
fd2.1); en el cromosoma 3, peso, longitud, diametro, forma del fruto y grosor del
pericarpo (fw3.1, fI3.1, fd3.1, fs3., perwd3.1); en el cromosoma 4, didmetro y forma del
fruto (fd4.1 vy fs4.1) y forma y peso del fruto (fw4.1, fs4.1; fw4.2, fs4.2) (Zygier et al.,

2005); y en el cromosoma 8, peso y didmetro (fw8.1 y fd8.1). Asimismo se han
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identificado SNPs comunes para varios caracteres: un SNP en el cromosoma 4 asociado
tanto al peso del fruto como al grosor del pericarpo; y 5 SNPs en el cromosoma 9, y 2
en el cromosoma 12 ligados al peso y a la anchura del fruto (Lee et al., 2020). El hecho
de que diferentes QTLs mapeen en las mismas posiciones puede ser debido a efectos
pleiotrépicos o a ligamientos entre los QTLs. Esto podria ser consecuencia de que
diferentes caracteristicas del fruto estén relacionadas fisiolégicamente o con el

desarrollo del mismo (peso de fruto, anchura de pericarpo, forma del fruto).

2. GENES ASOCIADOS CON CARACTERISTICAS DEL FRUTO EN EL GENOMA DE
CAPSICUM

El genoma de C. annuum presenta un tamaiio de 3-3.5 Gb, contiene en torno a
35000 genes y el 80% estd ocupado por elementos repetitivos (Tripodi et al., 2016). A
pesar de la gran cantidad de genes estimada, pocos son los genes anotados (Wang and
Bosland, 2006). Dado que la genética de las caracteristicas del fruto es compleja, los
genes que han sido asociados a los caracteres de interés en pimiento se han
identificado gracias a su determinacion en otras especies de la familia Solanaceae. En
tomate se han aislado 6 genes que controlan la forma y el tamafio del fruto, estos son:
LC, que codifica WUSCHEL; FASCIATED, que codifica CLAVATA3; FW2.2, que codifica
CELL NUMBER REGULATOR (CNR); FW3.2, que codifica SIKLUH; y SUN y OVATE (Hill et
al., 2017). En el genoma de pimiento se han encontrado una uUnica copia de cada uno
de los genes anteriores de tomate relacionados con la forma y el tamafo. Segun lo
esperado, los cromosomas en los que se encuentran dichos genes son los mismos que
en los que se han mapeado los QTLs mas importantes asociados con los caracteres
estudiados del fruto (2 y 3). En el cromosoma 2 se encuentran los genes CaOVATE,
CaWUS y CaCNR, que se incluyen en algunos de los loci mencionados anteriormente
(Tabla 2), como se puede apreciar en la figura 2. Sin embargo, hay importantes QTLs
ligados a los caracteres de interés (Figura 2) que no mapean con dichos genes, lo que
lleva a pensar que hay mas genes desconocidos que intervienen en el control genético
de la forma y el tamafio del fruto de pimiento. El cromosoma 3 también es de gran
importancia por los numerosos QTLs identificados, encontrandose en él también el gen
CaKLUH, relacionado con el peso del fruto (Figura 3). Los otros dos genes restantes

homdlogos a los de tomate se encuentran en el cromosoma 6 (CaCLAVATA3) y en el
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cromosoma 10 (CaSUN) (Hill et al., 2017). Algunos de los genes anotados relacionados
con la forma son: el gen P, de herencia dominante, que determina el dpice en forma de
punta del fruto; el gen recesivo fb, relacionado con la base del fruto no abultada; el
gen ce, también recesivo, involucrado en el cdliz encerrado alrededor de la base del
fruto; y el gen O, gen dominante responsable de la forma redonda del fruto (Peterson,

1959).

El gen CaOVATE, también denominado Ca02g22830, se encuentra en el
cromosoma 2 y estd formado por dos exones, de longitud 613 bp y 395 bp,
respectivamente, separados por un intréon de 539 bp y con una regién 3’- UTR de 66
bp. Este gen interviene en la determinacién de la forma del fruto de pimiento (Tsaballa
et al.,, 2011). Tsaballa et al. (2011) compararon el genoma de dos variedades de
pimiento (C. annuum), alargado (Piperaki Long) y redondo (Mytilini Round), y
descubrieron varios SPNs relacionados significativamente con la forma. Entre ellos
destaca un SNP en el primer exén, en la posicion 419, que permite diferenciar la forma
del fruto, presentando una guanina cuando se trata de fruto alargado o una citosina,
en el caso de fruto redondo. Asimismo se identific6 otro SNP en el intrén, en la
posicién 746. Junto con los polimorfimos, en dicho estudio se analizé la expresion del
gen en ambas variedades, mostrando diferencias en el patron de expresion, tanto
temporales como cuantitativas. Para corroborar una vez mas su papel en el control
genético de la forma del fruto, se llevd a cabo un silenciamiento génico inducido por

virus (VIGS), que derivé en un cambio de forma en los frutos (Tsaballa et al., 2011).
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Figura 2: Representacion de las regiones asociadas a QTLs del cromosoma 2 de pimiento. A la derecha se
muestra una regla de los intervalos de 5-Mb del cromosoma 2 (Chr02). Los genes involucrados en el
desarrollo se indican en las posiciones del cromosoma como lineas negras. Las barras de colores indican
los QTLs asociados a las caracteristicas del fruto en diferentes estudios, algunos de ellos incluidos en la
Tabla 2. Se aprecia una concentracion de QTLs y genes relacionados con aspectos del fruto en la parte
inferior del cromosoma 2. (Hill et al., 2017).

El gen CaKLUH, relacionado con el peso del fruto, se encuentra localizado en el
cromosoma 3, en la regidn del QTL fw3.2. Gracias a su caracterizaciéon en tomate por
Chakrabarti et al. (2013), se ha identificado como una enzima p450 de la familia
CYP78A. Esta enzima estd involucrada en el aumento del peso del fruto, ya que se
produce un agrandamiento de los tejidos del pericarpo y del tabique debido a un
incremento en el niumero de células. Asimismo se ha identificado un SNP en el
promotor que podria estar relacionado con el incremento de masa del fruto

(Chakrabarti et al., 2013).
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Figura 3: Representacion de las regiones asociadas a QTLs del cromosoma 3 de pimiento. A la derecha se
muestra una regla de los intervalos de 5-Mb del cromosoma 2 (Chr02). Los genes involucrados en el
desarrollo se indican en las posiciones del cromosoma como lineas negras. Las barras de colores indican
los QTLs asociados a las caracteristicas del fruto en diferentes estudios, algunos de ellos incluidos en la
Tabla 2. Se aprecia una concentracion de QTLs y genes relacionados con aspectos del fruto en la parte
inferior del cromosoma 3. La leyenda es la misma presentada en la Figura 2. (Hill et al., 2017).

Debido al gran crecimiento y desarrollo de las técnicas de genotipado, cada vez
son mas los estudios basados en la asociacidn de SNPs con genes candidatos
reguladores de la forma y el tamafio del fruto de pimiento (Tabla 3). Destaca el estudio
de Colonna et al. (2019), anteriormente mencionado, en el que se identificaron varios
SNPs (SNP 3:183386147, SNP 10:33557960, SNP 10:28759675) altamente asociados a
la determinacion de la forma del fruto de pimiento. EI SNP 3:183386147, presenta dos
alelos, T y C, que codifican para los aminoacidos fenilalanina y leucina,
respectivamente. Dicho polimorfismo se encuentra en el tercer exdén del gen
Ca03g16080, el cual no tiene ningin homélogo en pimiento, y esta incluido en el QTL
fs3.1. Ca03g16080 parece que codifica una proteina tipo LONGIFOLIA 1, homdloga a

las proteinas LONGIFOLIA 1 y LONGIFOLIA 2 de Arabidopsis y SLG7 de Oryza sativa.
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Tanto LONGIFOLIA como SLG7 activan la expansion longitudinal de los drganos. En
pimiento, el gen Longifolia 1, se expresa en las hojas y en las etapas inmaduras del
fruto. Mediante predicciones bioinformaticas se determiné que se trata de una
proteina de localizacion nuclear involucrada en la unién entre proteinas, la exportacion
del nucleo vy el transporte del RNA. Sin embargo, actia en sinergia junto con otros
genes, aun desconocidos, en la determinacién de la diversidad morfolégica (Colonna et
al., 2019).

Tabla 3: Lista de SNPs significativos asociados a caracteristicas del fruto de pimiento (Nimmakayala et
al., 2016; Lee et al., 2020). Chr: cromosoma.

Alelos
Marcador SNP Chr Gen Funcién
posibles
Proteina tipo Agamous Desarrollo reproductivo. Regulacion
S04_211848210 4
MADS-box longitud del fruto.
Tipo factor regulador del Regulacion anchura de pericarpo y peso
S04_227983120 4 Go6cC
crecimiento del fruto.
Germinacion del polen y crecimiento del
S06_194967541 6 Tipo peroxidasa 41
tubo polinico. Regulacién peso del fruto.
S6_202147247, Regulacion de la identidad floral de
S6_202147285, CoT drganos. Importante interaccion con
6 Proteina STYLOSA
S6_202147337, GO6A FASCIATED en la determinacion del
S$6_202147420 tamafio, forma y peso del fruto.
Proteina del cloroplasto Importante en la interacciéon WUS-CLV3.
S6_227195619 6 CéG
tipo FAF Altamente ligado con el peso del fruto.
Crecimiento y desarrollo de la planta.
Factor de elongacién tipo
S09_133144036 9 Regulaciéon de la anchura y el peso del
1B
fruto.
Regulacion de la anchura y el peso del
S09_136634573 9 Proteina no caracterizada
fruto.
S09_138787607, mRNA- cap guanina-N7
9 T6C/G Regulacién de la anchura del fruto.
S09_ 138787665 metiltransferasa 1
Subunidad 1 RNA
S09_169434758 9 Ab6G polimerasa dirigida por Regulacidn de la anchura del fruto.
DNA
Subunidad a de peptidasa
S9 250224149 9 CoT de procesamiento Procesamiento de proteinas.
mitocondrial
Receptor kinasa CLAVATA1/  Regulacion de la organizacion estructural
S12 72971688 12 GOoT Repeticion del meristemo y la diferenciacién celular/

pentatricopéptido Procesamiento del transito del péptido.
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Otros SNPs identificados se asocian con factores de transcripcidn especificos de
plantas involucrados en el desarrollo de los meristemos y de las hojas; en la formacidn
de las semillas y las flores; en el desarrollo de las raices; en la coordinacién del
crecimiento cuando la planta se ve sometida a condiciones ambientales adversas; y en

procesos de inmunidad y defensa (Lee et al., 2020).

3. APLICACION PRACTICA

A partir de la informacion anteriormente detallada, una sugerencia de mejora
seria la generacion de un cruce entre las variedades de C. annuum, Maor y Piperaki
Long. La variedad materna, Maor, se caracteriza por tener frutos pesados, de textura
suave, tipo blocky, con un pericarpo fino y gran cantidad de semillas. Sin embargo, el
fenotipo del parental Piperaki Long, se trata de un fruto mas ovalado, alargado.
Mediante el desarrollo de RlLs (recurrent inbred lines), actuando la variedad Maor
como parental recurrente, podriamos conseguir una variedad de pimiento, con las
caracteristicas de peso y anchura del pericarpo de Maor, pero con una forma
intermedia entre las variedades blocky y Lamuyo; es decir, frutos de un tamafio medio,
con peso alto y pericarpo fino. Para conseguir dicha variedad de la manera mas
eficiente, seria necesario el uso de marcadores moleculares. Los marcadores mas
precisos son los SNPs, destacando en este ensayo el SNP anteriormente mencionado
en el gen CaOVATE, situado en el primer exdon en la posicion 419. En este locus
interesa que el alelo fijado sea la guanina, debido a que estd asociado con una forma
mas alargada como la del parental Piperaki Long. Otro SNP involucrado en el cruce
seria el identificado por Lee et al. (2020) en el cromosoma 4, SO4_227983120. El alelo a
fijar en este locus seria también la guanina, ya que se ha visto que esta ligado a un
aumento del tamafio del fruto con una anchura del pericarpo menor. Esta ultima
caracteristica se ha asociado a una mayor resistencia a Phytophthora capsici, pudiendo

aportar puntos extra a la variedad resultante.
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SELECCION GENOMICA (GS)

La seleccidn asistida por marcadores se puede utilizar directamente en el caso de
QTLs que tengan grandes efectos en el fenotipo. Sin embargo, como hemos visto en la
informacién expuesta anteriormente, la mejora de caracteres cuantitativos de
importancia agronémica mediante seleccién asistida por marcadores resulta
ineficiente debido a la acumulacidon de multiples alelos en diferentes localizaciones del
genoma. Para mejorar la eficiencia y la precision en los procesos de mejora,
Meuwissen et al. (2001) sugirieron el método de prediccion gendmica. Este método
facilita la radpida seleccién de genotipos superiores lo que acelera los ciclos de mejora.
La seleccién gendmica se basa en el empleo de suficientes marcadores a lo largo del
genoma que cubran todos los blogues de ligamiento para poder capturar toda la
variacion genética de todos los QTLs, de manera que dicha variacion genética sea
explicada por los marcadores. De este modo la GS puede obtener incluso el efecto
pequeiio que tienen muchos de los QTLs. De forma general, la GS se lleva a cabo con
dos poblaciones, la poblacién de entrenamiento (training population) y la poblacién de
prueba (test population). Los modelos estadisticos estiman los efectos de los
marcadores de la poblacion de entrenamiento, de la que se dispone de la informacién
genotipica y fenotipica de los caracteres de interés. Después, con los modelos
estimados de los efectos de los marcadores se predicen los datos fenotipicos de Ila

poblacién de prueba (Hong, 2020).

Se han llevado a cabo muchos estudios de GS en la mejora genética de plantas,
centrandose en cultivos extensivos. En la familia Solanaceae se ha realizado en tomate
y patata, siendo el estudio de Hong (2020) el Unico realizado en pimiento. Gracias al
aumento de los datos de genotipado y fenotipado, el desarrollo de la seleccién
gendmica esta mejorando, convirtiéndose en un método prometedor para la mejora

genética, tanto animal como vegetal (Hong, 2020).
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CONCLUSIONES

En los ultimos afios se han identificado numerosos QTLs ligados a caracteristicas
importantes del fruto que han sido empleados mediante la introgresiéon de los alelos
de interés en lineas élite. En este estudio destaca la concentracién de loci asociados
con la longitud, la anchura, la forma y el peso del fruto, y la anchura del pericarpo en
los cromosomas 2 y 3. La disponibilidad del genoma secuenciado de C. annuum y de
los marcadores moleculares de tipo polimorfismos de Unico nucleétido (SNPs), junto
con los nuevos métodos de genotipado por secuenciacion, permiten investigar genes
candidatos que colocalicen con los QTLs ya mapeados. Sin embargo, en muy pocos
casos dichos genes son caracterizados (CaOVATE, CaKLUH). Una alternativa a la mejora
genética basada en el mapeo de QTLs es la seleccién gendmica, con la que se pueden
crear variedades con caracteristicas agrondmicas muy interesantes mediante la
hibridacién interespecifica. Sin embargo, esto no evita las limitaciones debidas a las
barreras genéticas y la incompatibilidad entre especies. La transgénesis y la edicién
gendmica mediante CRISPR-Cas9 (clustered regularly interspaced palindromic repeats)
son técnicas prometedoras, pero a dia de hoy resultan dificiles de aplicar en pimiento.
Por ello, es esencial una potenciacién de la investigacidon de los recursos genéticos de
pimiento y su relacion con las caracteristicas de interés agrondmico.
En general, la integraciéon de la gendmica, la genética y las nuevas tecnologias de
mejora genética de plantas permiten desarrollar variedades, tanto de pimiento como
de otros vegetales, cada vez mas atractivas desde el punto de vista agrondmico vy

econdmico.
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