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RESUMEN: Los programas de mejoramiento genético constituyen alternativas para la obtencién
de plantas de pimiento resistentes a diversas enfermedades. Estos genotipos cuentan con una amplia
variabilidad genética y los convierte en promisorios para el control del virus Y de la papa (PVY). El
empleo de los marcadores RAPD constituye una herramienta atil y ampliamente utilizada en la
caracterizacion de la diversidad genética en este cultivo. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
variabilidad genética de un grupo de genotipos de pimiento obtenidos en el Programa de
Mejoramiento para la resistencia a Potyvirus del I. 1. H. Liliana Dimitrova, utilizando los marcadores
RAPD. Los resultados obtenidos mostraron de forma general una escasa variabilidad entre los
genotipos estudiados.
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MOLECULAR VARIABILITY OF PEPPER GENOTYPES (Capsicum annuum L..)
BELONGING TO THE GENETIC BREEDING PROGRAM FOR RESISTENCE TO PVY

ABSTRACT: Genetic improvement programs are an alternative to obtain pepper genotypes resistant
to several diseases. The wide genetic variability of these genotypes makes them promissory for
the control of Potato virus Y (PVY). The RAPD markers are a useful tool to characterize the genetic
diversity of pepper varieties. The aim of this work was to evaluate the genetic variability of pepper
genotypes obtained in the breeding program for PVY resistance using RAPD markers. In general,
the results showed a low variability between the genotypes studied.
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INTRODUCCION

El pimiento es una de las hortalizas que mas se
consume a nivel mundial, después del tomate, debido
a su exquisito sabor y elevado nivel nutricional. En
nuestro pais, se hace necesaria la creacién de varie-
dades sostenibles y competitivas, que contemple la
produccion de hibridos F1, con diferentes propositos
comerciales y un alto potencial de rendimiento, buena
adaptacioén climatica y resistencia a las principales
enfermedades (1, 2, 3).

El control genético es muy utilizado por los fito-
mejoradores, por constituir una de las via mas eficien-
tes utilizadas para lograr el desarrollo de este cultivo,
obteniéndose lineas de pimiento multi-resistentes a las
principales enfermedades, de frutos grandes y de bue-
na adaptacion para ser utilizados como progenitores
de hibridos F1 mas competitivos (3). El virus Y de la
papa (PVY) ataca este cultivo provocando mas de un
30% de pérdidas en nuestro pais sobre todo cuando la
infeccién ocurre en épocas tempranas del crecimiento
(1). Los sintomas se muestran como mosaico motea-
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do y arrugado de las hojas apicales, asi como un
bandeado oscuro de las venas de las hojas totalmente
expandidas. Los sintomas en el campo varian sobre
todo en relacion del aislado involucrado, la especie afec-
taday las condiciones ambientales (4).

Los marcadores moleculares, entre los que se in-
cluyen los RAPD (Polimorfismo del ADN Amplificado
al Azar) constituyen una herramienta util para el estu-
dio de la diversidad genética entre especies de
Capsicum con fines mejoradores (5), debido a que son
una técnica poderosa para la identificacion de variacio-
nes en la secuencia de ADN entre individuos (6, 7).

El objetivo de este trabajo fue evaluar
molecularmente, a través del analisis RAPD, la exis-
tencia de diversidad genética en un grupo de genotipos
de Capsicum annuum L. pertenecientes al programa
de mejoramiento genético frente al PVY.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal y extraccion de ADN

El material vegetal fue obtenido a partir de genotipos
procedentes del programa de mejoramiento desarro-
llado en el Instituto de Investigaciones Horticolas Liliana
Dimitrova (IIHLD), en la provincia de Mayabeque, Cuba.
Los genotipos utilizados se denominaron de la siguiente
forma: Lineas 2, 5, 7, 8, Hibridos 1, 2, 3,4y 5.

La extraccion de ADN se realizé por el método de
Dellaporta modificado por Salazar et al. (8), a partir de
hojas sanas y frescas de plantas de pimiento de 21
dias de germinacion y fueron mantenidas en condicio-
nes semi-controladas en casa de cristal con humedad
relativa entre 80-85% y fotoperiodo natural. Los preci-
pitados de ADN obtenidos se disolvieron en solucion
amortiguadora TE 1X (Tris-EDTA) y se conservaron a -
20°C. La concentracion de ADN total se determino
segun Sambrook et al. (9) a 260 nm en un
espectrofotometro Ultraespec Plus Spectrophotometer
Pharmacia LKB.

Condiciones dela PCR con cebadores arbitrarios

Las reacciones se desarrollaron con los siguientes
cebadores arbitrarios: OPA2, OPA3, OPA9, OPA10,
OPA11, OPA20, provenientes de la firma comercial
Operon Technologies INC, Alameda, California. La re-
accién de amplificacién se llevé a cabo en un volumen
total de 25pL, el cual contenia: 10mM Tris-HCI (pH
8.3), 50mM KCI, 2mM MgCl,, 0,001% de gelatina,
100uM de cada dNTPs, 0,2uM de cebador, 50ng de
ADN gendémico y 1U de Taqg ADN polimerasa
(Amplicen). El programa de amplificacion fue de 45
ciclos de: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 36°C y 2 minu-
tos a 72°C, y un ciclo de 10 minutos a 72°C en un
termociclador marca Master Cycler.

Los productos de la PCR se visualizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en solucién
amortiguadora TBE 0,5X (45mM Tris-Borato, ImM EDTA)
a 90 voltios, y se tifieron con bromuro de etidio (9). El
peso molecular de los fragmentos amplificados se esti-
m¢ usando el marcador 1Kb DNA Ladder (Gibco BRL).

Los resultados de la amplificacion se organizaron
mediante una matriz de valores binarios, en la que las
bandas se informaron como presentes [1] o como au-
sentes [0] en cada genotipo. El calculo de las distan-
cias genéticas se realiz6 utilizando los coeficientes de
similitud, a partir de las cuales se construy6 un
Dendrograma. Estos analisis se realizaron mediante
el empleo del programa InfoStat (10).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los seis cebadores empleados amplificaron satisfac-
toriamente y produjeron un total de 37 bandas, con un
promedio de 6,16 bandas por cebador. El cebador
OPA 20 amplificé un total de 16, mientras que el OPA09
solo amplificé una. De las 37 bandas amplificadas, s6lo
24 fueron polimorficas, siendo el OPA 20 el cebador
que aporté mayor porcentaje de polimorfismo debido a
la amplificacion de 13 de estas bandas (Tabla 1).

TABLA 1. Caracterizacion de genotipos de pimiento mediante RAPD y grado de polimorfismo detectado./
Characterization of pepper genotypes by RAPD and the polymorfism level detected

Cebadores Secuencia de los Total bandas Total bandas Por ciento de
cebadores (5°-3") amplificadas polimorficas polimorfismo
OPA 02 TGCCGAGCTG 5 2 40
OPA 03 AGTCAGCCAC 3 2 66,7
OPA 09 GGGTAACGCC 1 0 0
OPA 10 GTGATCGCAG 6 3 50
OPA 11 CAATCGCCGT 6 4 66,7
OPA 20 GTTGCGATCC 16 13 81,25
Total 37 24 64,7
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FIGURA 1. Dendrograma resultante de las distancias genéticas entre los genotipos de pimiento estudiados./ Cluster
derived from the genetic distances between the pepper genotypes studied.

A partir de la matriz binaria, se construyé un
Dendrograma utilizando el indice de Jaccard para el
calculo de las distancias genéticas, el cual mostro la
formacion de tres grupos con un 75,3% de similitud, lo
que indica la existencia de poca variabilidad entre los
genotipos estudiados (Figura 1).

El primer grupo quedé constituido por los hibridos
1y2ylaslineas 7y 8, dentro del cual el hibrido 1y
la linea 8 no mostraron diferencias; el grupo Il por
los hibridos 3, 4 y 5. Los hibridos 4 y 5 tampoco se
diferenciaron. Las lineas 2 y 5, las cuales formaron
el grupo I, también se encontraron estrechamente
relacionadas.

Estos resultados pueden ser explicados por la es-
trecha relacion filogenética de los materiales emplea-
dos, asi como por la naturaleza de este tipo de marca-
dores los cuales, al ser arbitrarios, pudieron hibridar
en regiones del ADN que no estaban relacionadas con el
caracter diferenciador. Similares resultados fueron obte-
nidos por Arias et al. (11) los cuales, al emplear estos
cebadores, encontraron escasa variabilidad genética en-
tre seis genotipos de Solanun lycopersicum L.

El empleo de los marcadores RAPD ha revolucio-
nado los estudios de genética y mejoramiento debido
a que son faciles, poco costosos, rapidos entre otras
bondades a las cuales se les afade que no hay que
tener conocimiento previo de la secuencia del genoma
blanco (12). Diversos trabajos previos demuestran la
utilidad de estos marcadores para determinar la diver-
sidad genética en Capsicum. Este es el caso de
Bahrami Rad et al. (13), los cuales probaron la eficien-

cia de los marcadores RAPD para evaluar la variabilidad
genética de 39 genotipos de Capsicum detectando los
mayores y los menores niveles de polimorfismo con los
cebadores C11 y AQO7 respectivamente. En el 2005,
Adetula (14) realiz6 estudios de RAPD para identificar
colecciones de germoplasma de Capsicum y para esti-
mar la relacion genética entre las accesiones las cua-
les serian usadas en el mejoramiento de la productivi-
dad y la estabilidad en el rendimiento de los cultivos.

Ademas, este tipo de marcadores es muy utilizado
para estimar distancias genéticas, principalmente por
su productividad en términos de nimero de marcado-
res por ensayo, sensibilidad, rapidez y posibilidades
de automatizacion (15). Smith etal. (16) y Zhang et al.
(17) aplicaron estos marcadores en el calculo las dis-
tancias genéticas en maiz y arroz respectivamente.
En el caso de pimiento verde, Garcia et al. (18) utiliza-
ron marcadores RAPD para calcular la distancia
genética entre 28 genotipos indicando la relacion cer-
cana entre las lineas parentales P03y P04, y PO1 con
P06 los cuales difirieron solamente en un 16 y un 28%
de RAPD polimorfismo respectivamente, resultados
que estan en concordancia con los obtenidos en el
presente estudio.
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