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RESUMEN
Se analizaron 17 variedades comerciales y ocho lineas avanzadas de papa
colectadas en los bancos de germoplasma del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, ubicados en Emiliano Zapata,
municipio de Saltillo, Coahuila y en Texcoco, Estado de México. La
caracterizacion molecular del germoplasma se realizé utilizando las tecnicas del
DNA Polimérfico Amplificado al Azar (RAPD) y la de Secuencias Simples
Repetidas (SSR) también conocida como microsatélites. Los materiales
procedentes de Coahuila, se evaluaron utilizando 40 iniciadores de manera
individual y algunas combinaciones de estos con la técnica de RAPD. Los
iniciadores que detectaron mayor polimorfismo fueron, 2, 6, 18, 20, 23, 31, 33, 35
y 37 y las mejores combinaciones fueron, 6/10, 21/28, 23/30, 31/33, 31/35 y 35/37.
Los genotipos procedentes del Estado de México, fueron caracterizados
molecularmente utilizando el iniciador 2 y la combinacién 23/30 con la técnica de
RAPD. En la técnica de microsatélites, se utilizaron los pares de iniciadores,
M1F/M2R, M3F/M4R, MI9F/M10R y M11R/M12F. Las 17 variedades comerciales y
ocho lineas avanzadas, fueron analizadas estadisticamente mediante la técnica de
componentes principales y se generaron dendogramas por medio del método
Agrupamiento de Unidades de Distancias Minimas y Promedios Aritméticos
(UPGMA). Los genctipos Alpha, Nau 6 y Gigant que en un estudio previo habian
presentado los menores porcentajes de dafio por pardeamiento del tubérculo, el
cual es un efecto de infeccion por fitoplasmas, formaron un grupo genéticamente
similar junto con las lineas 91-9-3, 91-12-2 y 72-00-88. Los 19 genotipos restantes
se agruparon en tres grupos distintos, destacando el grupo formado por los
genotipos Granola, Lupita, Malinche, Marciana, Michoacan, Montserrat, Nortefia,
Sancal, Rosita y Zafiro, ya que fueron los materiales con los valores mas altos de
dafio por pardeamiento del tubérculo. Con las dos técnicas utilizadas en este

estudio (RAPD y SSR) se pudieron diferenciar todos los materiales evaluados,

obteniéndose su huella genética.
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ABSTRACT

Seventeen commercial varieties and eight advanced lines of potato were
molecularly analyzed. The materials were collected of the germoplasm Block the
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias located in
Emiliano Zapata, Coahuila and Texcoco, State of Mexico. The molecular
characterization of the materials was conducted by utilizing both random amplified
polymorphic DNA (RAPD) and simple sequences repeat (SSR) (also known as
microsatellites) techniques. The materials from Coahuila, were evaluated with 40
primers either individually or combined between each other the technique RAPD.
The primers that detected a high polymorphism were, 2, 6, 18, 20, 23, 31, 33, 35
and 37 and the best combinations were 6/10, 21/28, 23/30, 31/33, 31/35 y 35/37.
The genotypes from the State of Mexico, were characterized molecularly utilizing
the primer 2 individually and the combination 23/30 with the technique RAPD. In
the SSR technique the pair of primers used was M1F/M2R, M3F/M4R, MOF/M10R
and M11F/M12R. The seventeen commercial varieties and eight advanced lines
were statistically analyzed by the technique of principal components. The matrix of
distances generated with the information of the genetic dissimilarity and bootstrap
was utilized to produce one dendograms by using Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Averages (UPGMA). The genotypes Alpha, Nau 6 and Gigant that
in a previous study had presented low level values of damage by tuber browning,
which is effect of infection by phytoplasms, formed one group genetically similar
along with lines 91-9-3, 81-12-2 y 72-00-88. The remaining 19 genotypes formed
tree different groups; one of them formed by genotypes Granola, Lupita, Malinche,
Marciana, Michoacan, Montserrat, Nortefia, Sancal, Rosita and Zafiro, wich were
the materials with the highest values of tuber browning. With the two techniques
utilized in this study (RAPD and SSR) it was possible to discriminate all the
evaluated materials, and to obtain their genetic fingerprinting.
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l.- INTRODUCCION

La produccién media de papa (Solanum fuberosum L.), a nivel mundial en el afio
2002 fue de 15.7 ton/ha, los altos rendimientos fueron mostrados por los Paises
Bajos (principalmente Holanda), seguidos por Estados Unidos de Norte América
(USA) con 45 y 40.5 ton/ha respectivamente, México se ubicé en la posicién
numero 37 con 23.1 ton/ha. El mejor promedic de rendimiento de papa en el afo
2002 en el Continente Americano lo obtuvo USA, seguido de Argentina y Canada
con 45.0, 27.3 y 24.3 ton/ha respectivamente. México ocupo el sexto lugar con
23.1 ton/ha y los paises con bajos rendimientos fueron Paraguay y Bolivia con 6.1

y 7.0 ton/ha (FAO, 2002).

En Mexico la papa es una de la hortalizas de mayor impartancia por la
superficie sembrada, la cantidad de insumos que genera y por la cantidad de
empleos gue genera, ocupa el cuarto lugar en la dieta del pueblo mexicano
superado solo por el maiz, trigo y arroz, ei consumo anual per capita es de 9.6 kg.
Anualmente se siembran airededor de 63,800 ha de papa en la Reptblica
Mexicana (SAGARPA, 2002), con una produccion de 1,483,000 ton/afio. Los
principales estados productores son: Chihuahua, Coahuila, Guanajuato, Jalisco,
Michoacan, Nuevo Ledn, Sinaloa, Sonora y Zacatecas. En la regién de Coahuila y
Nuevo Leén, se cultiva el 7 % de la superficie nacional con un rendimiento
promedio de 30-40 ton/ha (SAGARPA, 2002).

En México, uno de los principales factores que afectan la produccion son
las enfermedades, destacando el tizén tardio y la enfermedad comunmente
denominada por su sintomatologia como Punta Morada de la Papa (PMP) o
pardeamiento del tubérculo. Ademas de las pérdidas en rendimiento, las
infecciones por ambas enfermedades ocasionan la produccion de tubérculeos de
tamarfio pequeno, lo que ocasiona la pérdida de valor en el mercado de semilla y
en su calidad industrial (Cadena-Hinojosa, 1996). A pesar de que México no es
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zona de origen de la papa, existe una gran diversidad de germoplasma de este

cultivo.

Ferroni (1981), distingue tres grupos de variedades de papa en México:
a) Genotipos de Holanda,

b) Genotipos de USA, y

c) Las variedades mejoradas, generadas por el INIFAP.

El primer grupo representa alrededor del 50 % del cultivo nacional (variedad
Alpha), el segundo el 38 % y el dltimo alrededor del 8 % (Ferroni, 1981).

Aunque en la actualidad existe un gran numero de colecciones de
germoplasma con genotipos de un alto valor agronémico, susceptibles de ser
usados en los programas de mejoramiento genético, €n muchas ocasiones se
descanoce el grado de diversidad y la relacién existente entre materiales lo que
impide su utilizacion (Becerra y Paredes, 2000).

Por lo anterior y debido a que en México se desconoce las relaciones
geneticas entre el germoplasma de papa existente y a que es necesario establecer
criterios para su conservacién y/o aprovechamiento, se planteé el presente
trabajo, con el objetivo de hacer una caracterizacion molecular de las lineas élite y
variedades comerciales de papa y determinar sus relaciones genéticas utilizando

dos tipos de marcadores genéticos.
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HIPOTESIS

El uso de las técnicas moleculares para el andlisis del DNA permitira la
caracterizacion molecular del germoplasma de papa y obtener su huelia genética,

asi como identificar posibles marcadores moleculares asociados con la tolerancia a

enfermedades.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar molecularmente a los materiales sobresalientes de papa en México.
OBJETIVOS PARTICULARES
a) Instrumentacion y estandarizacion de técnicas moleculares para la obtencion

de la huella genética.

b) Caracterizacién molecular y evaluacién de la diversidad genética de

genotipos elite de papa.

¢) Identificar posibles marcadores moleculares asociados a caracteristicas de

tolerancia a la enfermedad punta morada.
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il.- REVISION DE LITERATURA

2.1.- Antecedentes

2.1.1.- Aspectos botanicos

La papa (Sofanum tuberosum L.), es una planta anual, herbacea, que alcanza una
altura entre 40 y 80 ¢m (IDIAP, 1983). Ademas esta constituida por las siguientes

partes:

Raices: Son de tipo adventicias, la mayor parte se encuentra en los

primeros 40 centimetros del suelo.

Tallos: La papa produce un tallo normal de tipo herbaceo, erecto, con

ramificaciones no muy desarrolladas.

Tubérculos: Ademas del tallo normal, produce bajo la tierra tallos
modificados que se llaman estolones y se van engrosando en la punta hasta
formar el tubérculo. Este, al desarrollarse y ser cosechado, presenta yemas que,
después de un periodo de reposo, brotan para producir nuevas plantas.

Hojas: Estas son del tipo compuestas, alternas, con varios foliolos
opuestos y uno grande como terminal. Son un poco vellosas. En las axilas, que
forman las hojas con el tallo, salen las yemas vegetativas (SEP, 1983).

Flor: La inflorescencia de la papa es de tipo cima, compuesta de terminal
con pedlnculos largos. La flor es completa y los cinco pétalos se fusionan

formando un tubo floral.

Frutos: Son redondos, suaves, con un diametro de aproximadamente 2 cm.
Las semillas del fruto son pequerias y aplastadas, poseen la caracteristica de ser
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fértiles, lo que ha sido aprovechado por los genetistas para lograr hibridos de
mayor resistencia a las enfermedades, asi como variedades de alto rendimiento.

2.1.2.- Valor alimenticio

La papa contribuye a nuestra dieta con nutrientes como carbohidratos. También
aporta vitamina C, vitaminas del Complejo B (riboflavina, tiamina y niacina),
vitamina A y minerales como el potasio, hierro y magnesio, todas necesarias para
el buen funcionamiento del organismo Al comer una papa mediana, horneada,
ésta tiene aproximadamente 100 calorias; 10 % de potasio, 8 % de hierro y 23 %
de vitamina C (IDIAP, 1983).

Existe la creencia generalizada en otras partes del mundo, de que la papa
es un alimento de reducido valor nutritive y que favorece la presencia de
carbohidratos en el organismo humano, pero lo cierto es que la papa es rica en
vitaminas, aminoacidos y minerales, y tiene menos calorias que el arroz (IDIAP,
1983).

2.1.3.- Ubicacion Taxonémica del Cultivo
Baez (1983), basandose en las caracteristicas florales de la planta clasifico a la

papa de la siguiente manera:

Reino: Plantae
Subreino: Embryobionta
Division: Spermatophyta

Clase: Angiospermae
Subclase: Dicotiledoneae
Orden: Tubiflorales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: fuberosum L.
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2.1.4.- Origen del Cultivo

La papa (Solanum tuberosum L), es originaria de Sudamérica, de la zona andina
comprendida entre Ecuador, Pertl y Bolivia. Su existencia data desde el afio 2500
A.C. Este cultivo lo domesticaron los Incas o civilizaciones preincaicas muchos

miles de afios antes de la llegada de los espanoles en 1537 (SEP, 1983).

En México, desde 1925 se registraron estadisticas de produccion en este
cultivo; pero fue hasta el afio de 1946 con la llegada de John S. Neiderhauser de
la fundacién Rockefeller, en donde se le dio mayor impulso a la papa porque se
encontraron buenas condiciones climéaticas para este cultivo; principalmente, en
los Valles Altos de la Meseta Central de este pais. En las regiones de Ledn,
Guanajuato, Distrito Guerrero en el Estado de Chihuahua y en Navidad, Nuevo

Ledn fue en donde se empezé a sembrar este cultivo en forma extensiva. (Baez,
1983).

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién (SAGARPA), reportd en el 2002 una superficie de 63,800 hectareas
sembradas con este cultivo; de la inversion total, aproximadamente el 40 % (cerca
de 200 millones de ddlares) se destinan a la adquisicion de tubérculos que se
utilizaran para semilla. Por tal motivo, cualquier problema que afecte directamente
las semillas aumentan sensiblemente los costos de produccion del cultivo
(SAGARPA, 2002).

Los dos centros principales de diversidad y produccién de papa en México
son el Nevado de Toluca en el Estado de México y el Pico de Orizaba en
Veracruz. Ambos picos volcanicos son fértiles con grandes extensiones de tierra,
con una altura sobre el nivel del mar de 2,900 a 3,400 metros. Ambas regiones
son centros de formacion de 17 cultivares de S. fuberosum; sin embargo, solo seis
de los genotipos clonales presentan amplia adaptacion en México. EI gran
endemismo, asi como la gran diversidad morfologica de esos cultivares en el
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Nevado de Toluca y el Pico de Orizaba, sugieren que estas regiones son los

primeros centros de variabilidad genética de papa en México (Ugent, 1968).

Aungue en l|a actualidad existe un gran numero de colecciones de
germoplasma con genotipos de un alto valor agronémico, susceptibles de ser
usados en los programas de mejoramiento genético;, en muchas ocasiones se
desconoce el grado de diversidad y |a relacién existente entre materiales lo que
impide su utilizacién, por lo cual el analisis de la diversidad genética y las
relaciones entre especies o dentro de ellas siempre ha sido una preocupacion de

los investigadores (Becerra y Paredes, 2000).

2.2.- Marcadores Moleculares

Histéricamente los estudios de diversidad genética han estado relacionados con
datos como la anatomia comparativa, morfolegia, embriologia y fisiclogia. Sin
embargo, la influencia ambiental y el reducido nimero de genes involucrados en
este proceso han limitado el uso de estos marcadores. Actualmente, los avances
de la biologia molecular ha permitido el uso de técnicas que permiten detectar
cambios en el genotipo mediante el diagnéstico del DNA (Gonzalez y Simpson,

1997).

Los marcadares moleculares son moléculas que pueden ser utilizadas para
trazar un gen deseado en genotipos evaluados (Ovesna et al., 2002). De hecho
una pieza de DNA o una proteina pueden ser utilizadas como marcadores. En
estudios donde se ha realizado seleccién en tratamientos especificos, las
evaluaciones se han basado en caracteres morfologicos (Staub et al., 1996),
isozimas (Stuber y Khana, 1991), proteinas que codifican pequefios caracteres
(Metakovski, 1991; Shariflou et ai., 2001; Vapa y Radovic, 1998). Sin embargo,
los marcadores de DNA han mostrado ser los mejores candidatos para la
evaluacion y seleccion eficiente de materiales de plantas. Los marcadores de
DNA segregan como simples genes y no son afectados por el ambiente. E|l DNA
es facilmente extraido de genotipos de plantas y su analisis puede tener bajo
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costo y su labor es muy efectiva.

Antes de que los marcadores moleculares fueran utilizados, tenian que ser
desarrollados tecnologias del DNA y algoritmos apropiadas para genotipos de
plantas. La seleccién adecuada de poblaciones de plantas es tan importante
como la seleccion de la técnica del DNA (Berloo, 2000). También menciona que
existen dos categorias basicas de marcadores moleculares: a) Los marcadores
segregantes que determinan la presencia de un simple gene dominante o recesivo
y b) los marcadores asociados a los QTL (Tratamientos Loci Cuantitativos), estos
marcadores son mucho mas faciles y econdmicos de desarrollar para el

tratamiento de un simple gen heredado como los QTL (Berloo, 2000).

Generalmente el desarrollo de marcadores de DNA consiste de varios
pasos. Primero es importante analizar la naturaleza de los tratamientos
estudiados. Después realizar un mapeo apropiado a la poblacion a ser
desarrollada. Se requiere una gran poblacién (Juego de lineas Doble Hibridas,
poblaciones avanzadas por retrocruzamiento) para el mapec de los QTL en
comparacion con el mapeo de un simple gen (Berloo, 2000). Los marcadores
basados en DNA, presentan varias ventajas con respecto a los marcadores
morfolégicos y proteinicos, algunas de estas ventajas son:

1). Analizan directamente el genotipo del organismo por lo que las
influencias ambientales no representan ningln problema.

2). Se puede elegir la regién del DNA adecuada para el estudio (altamente
variables para estudios de paternidad o identificacién de cultivares o regiones con
variabilidad limitada para investigaciones filogenéticas) en el caso del DNA
polimérfico amplificado al azar y el polimorfismo en la longitud de los fragmentos
amplificados sirven para los dos tipos de andlisis.

3). Existe un numero ilimitado de polimorfismos que pueden ser detectados.

4). Se han desarrollado una gran variedad de técnicas, lo que permite tener

el potencial de contar con marcadores adecuados para problemas particulares.

10



Fermin Orona Castro/2004

Kochieva (2000) menciona que el desarrollo de técnicas para analisis y
cuantificacién de polimorfismo del DNA ha generado una variedad de nuevas
aplicaciones que pueden ser usadas para complementar las técnicas clasicas de
mejoramiento de plantas. También sefala que la facil identificacién de variedades
y la obtencion de nuevos marcadores moleculares de DNA en variedades y
especies es extremadamente importante no solo para la proteccién de derechos
de los mejoradores sino también para acelerar los programas de mejoramiento de

plantas.

Se han descrito diversos tipos de marcadores de DNA, pero los mas
importantes utilizados en los estudios son: el Polimorfismo en |a Longitud de los
Fragmentos de Restriccion (RFLP) que son "huellas genéticas" basadas en
hibridacién; DNA Polimorfito Amplificado al Azar (RAPD) y Polimorfismo de la
Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP) (Samuels y Seifert, 1995).

Rohde y Becker (1999) mencionan que en la actualidad se han desarrollado
otras técnicas sobre marcadores moleculares como el analisis de Repeticiones
Marcadas de Secuencia Inversa (ISTR) y Simple Secuencias Repetidas (SSR)
también conocidas como microsatélites (Russel, 1999).

Michelmore y Hulbert (1987) citan que este tipo de marcadores moleculares
han permitido conocer la estructura de las poblaciones en animales, plantas y
microorganismos. Asimismo han sido muy Utiles en estudios de taxonomia,
migracion, y filogenia de fitopatégenos. Ademas permiten estudiar el origen y la
evolucion de las razas dentro de una poblacion facilitando la identificacién de

genes de interés y la construccién de mapas genéticos.

El desarrollo de la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) es muy utilizada en el analisis de genomas (Saiki et al., 1988; Schutzbank
et al., 1993; White et al., 1992). El concepto bésico fue probado por primera vez
con la enzima polimerasa Klenow (Mullis y Fallona, 1987), pero el verdadero

11
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avance vino cuando una enzima polimerasa termoestable Taq polimerasa (Mullis y
Fallona, 1987), fue aislada y purificada. La PCR fue originalmente concebida
como una técnica para la deteccion de cambio de bases en el genoma, como una
herramienta para el diagndstico de enfermedades genéticas de DNA. En afos
recientes, varios ensayos han revelado el polimorfismo del DNA en loci
multialélicos que han sido desarrollados en campo por PCR. Las ventajas
considerables de los métodos basados en PCR son simplicidad, especificidad y
rapidez (Mullis y Fallona, 1987).

En la actualidad se ha generado un gran numero de marcadores
moleculares entre los que destacan los basados en la PCR, que permiten
amplificar secuencias especificas o al azar del DNA y requieren de pequenas
cantidades del mismo, entre estos se encuentran los Polimorfismos del DNA
Amplificados al Azar (RAPD) y los Microsatélites o Secuencias Simples Repetidas

(SSR).

2.2.1.- DNA Polimorfico Amplificado al Azar (RAPD)

Los RAPD, se basan en modificaciones a la técnica de PCR y consisten en Ia
amplificacién aleatoria de secuencias de DNA genémico. Esta técnica ha sido
muy Gtil para evaluar [a variacion patogénica en microorganismos y estudios
epidemiolégicos y de genética de poblaciones, también para realizar mapas
genéticos, lo que los convierte en una herramienta Ut en programas de
mejoramiento genético de plantas y animales (Rafalski ef al., 1996).

La técnica RAPD requiere la presencia de una simple seleccién aleatoria de
oligonucledtidos. Los iniciadores individuales RAPD son capaces de hibridar en
varios cientos de sitios dentro del DNA blanco; sin embargo no todas estas
hibridaciones llevan a la producciéon de fragmentos por PCR. La habilidad de los
RAPD para producir bandas mudiltiples usando un simple iniciador indica que un
bajo numero de iniciadores pueden ser usados para generar un gran nimero de
fragmentos. Estos fragmentos son usualmente generados de diferentes regiones

12
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del genoma y por lo tanto pueden ser examinados multiples loci rapidamente
(Edwards, 1998). El poder de los RAPD radica en ser una técnica rapida, facil de
realizar y comparativamente barata. Es inmediatamente aplicable en el analisis de
la mayoria de los organismos por que los juegos universales de iniciadores son
usados sin alguna necesidad de informacién de secuencias previas (Hallden ef al.,
1986). Este sistema de marcadores fue utilizado en diferentes aplicaciones
involucrando la deteccion de polimorfismos en las secuencias del DNA, mapeo de
diferentes tipos de poblaciones (Carlson et al., 1991; Reiter ef al, 1992),
aislamiento de marcadores ligados a varios tratamientos o intervalos especificos
blanco (Giovannoni et al., 1991; Michelmore et al,, 1991) y en aplicaciones tales
como identificacion de variedades y en analisis de parentesco (Mailer ef al., 1994,
Tinker et af,, 1993;). No obstante lo anterior, la tecnologia de RAPD tiene algunas
limitaciones, son en general dominantes, de este modo tienen un bajo contenido
de informacién comparados con los marcadores codominantes (SSR) en analisis

de ligamiento de poblaciones F; (Williams ef al., 1990).

Penner et al., en 1993 reportaron dificultades en la obtencién de modelos
de bandas idénticas para el mismo juego de iniciadores y genctipos en diferentes
laboratorios. En su estudio el tipo de termociclador usado en los analisis RAPD
parecio ser la clave determinante de la reproducibilidad del patron de bandas.
Otro tipo de problema que ha sido reportado es la ocurrencia de bandas RAPD en
el DNA de la progenie pero no en el de los progenitores, fenémeno explicado
como la formacion de heterodulpex (Ayliffe ef al.,, 1994; Hunt y Page, 1992; Riedy
et al, 1992). Se ha sugerido que los resultados de las reacciones RAPD estan en
parte determinados por una competencia por los sitios de iniciacién en el genoma
(Williams ef al., 1993).

En varios proyectos de mapeo genético, fue detectada herencia no
Mendeliana en una fraccién significativa de todas las bandas polimérficas,
posiblemente debido a problemas con la reproducibilidad y competencia (Echt et
al., 1992; Giese et al., 1994; Reiter et al., 1992).

13
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Por otfra parte Obara-Okeyo y Kako (1998) reportaron que sus aplicaciones
fueron generalmente reproducibles y son muy conocidos ejemplos de sus

aplicaciones exitosas en el método.

Wiliams ef al. (1990), menciona que la técnica de RAPD es una
herramienta poderosa que sirve para obtener una gran cantidad de loci anénimos
de secuencias codificantes y no codificantes; aunque comunmente es considerado

que la mayoria de los loci RAPD son secuencias no codificantes.

También han sido utilizados para determinar la variacion intra e
interespecifica en hibridos somaticos de papa y huella genética (Baird et al,, 1992;
Carrasco et al., 1998; Demek y Adams, 1994; Gorg et al., 1992). El método RAPD
es un sistema de marcadores que utiliza oligonucledtidos cortos, de secuencias
arbitrarias y de baja astringencia que permiten amplificar fragmentos discretos de
DNA (Welsh y McClelland, 1990; Williams et al.,, 1990). Los analisis RAPD son
rapidos, econdmicos y faciles de realizar, Han sido extensivamente utilizados para
estudios genéticos por ejemplo: en analisis de variacion genética de bacterias,
hongos y plantas (Bidochka et al., 1994; Mailer et al., 1994; Wang et al., 1993;
Waugh y Powell, 1992), y en la construccién de los primeros mapas de ligamiento
para ciertas especies de plantas (Lodhi et al., 1995; Yang y Quiros, 1995). El
tamafio de los fragmentos obtenidos en la amplificacién individual en RAPD
representan un alelo por locus, en estudios de heredabilidad los productos
amplificados son trasmitidos como marcadores codominantes (Waugh y Powell,
1992).

Waugh y Powell (1992) mencionan que desde su desarrollo, la PCR, ha
revolucionado varias técnicas de la biologia molecular con medificacion en los
procedimientos originales disefiadas para responder a un amplio ambito de
necesidades. Los mismos autores citan que tal variacion genera una clase
especifica de marcadores moleculares llamados (RAPD), este procedimiento tiene

la ventaja de ser técnicamente sencillo, rapido de realizar, requiere de pequenas

14
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cantidades iniciales de DNA y no involucra radioactividad. Los RAPD son muy
adecuados para usarse en sistemas a gran escala como mejoramiento de plantas,
genética de poblaciones y estudios de biodiversidad. Asimismo, mencionan que
tradicionalmente los recursos genéticos han sido caracterizados por la
combinacién de tratamientos morfologicos y agronémicos. La capacidad de estos
planteamientos es limitada, y requiere informacion veraz como: a) la cantidad de
diversidad presente y b) la distribucion espacial de la diversidad con relacién a
factores ecogeograficos. Los RAPD proporcionan un sistema util para monitorear
los niveles de diversidad detectados entre y dentro de poblaciones.

Baird ef al. (1992) describieron un método basado en RAPD que requiere
una pequefia muestra de regenerante para determinar la hibridacién. Fueron
evaluados iniciadores de 10 mer para identificar aquellos que fuesen capaces de
generar amplificacion de productos polimérficos dominantes para cada fusién de
progenitores. Para la identificacién de hibridos somaticos en un estado temprano
en su proceso de regeneracion, los RAPD pueden hacer una contribucion

significativa a la eficiencia de programas de hibridacién somatica.

Kochieva (2000) utilizé la técnica RAPD para detectar, identificar y clonar
especies de solanaceas y obtener marcadores especificos de variedades. Los
iniciadores utilizados fueron capaces de detectar polimorfismo intra e
interespecificos de DNA de papa. Menciona que los fragmentos especificos
RAPD pueden utilizarse para generar marcadores especificos y fragmentos
especificos de Lycopersicum subgénero Neolycopersicum y Eulycopersicum.
Asimismo, utilizé dos iniciadores para revelar polimorfismo inter cultivar con la
técnica de RAPD; también realizd clonacién en varios fragmentos RAPD de papa y
los secuencié, estimé el nhumero de copias en el genoma y su aplicabilidad para
distinguir las especies y variedades de papa analizadas. Asimismo, evalué 16
especies de Solanaceas y obtuvo 350 loci RAPD con 29 iniciadores aleatorios
utilizados; Con la mayoria de los iniciadores obtuvo modelos polimérficos
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especificos de especie, los fragmentos obtenidos estuvieron en el rango de 413 a

1300 pares de bases.

2.2.2.- Secuencias Simples Repetidas (SSR) o Microsatélites

Los microsatélites son secuencias cortas de DNA (de 2 a 6 nucleétidos) repetidas
en pares (Litt y Lutty, 1989); Estas repeticiones son altamente polimorficas, se
observan en cultivares cercanamente emparentados, debido a mutaciones que
causan diversidad en el numero de unidades repetidas. Esta clase de
polimorfismo en loci especificos es facilmente detectado utilizando iniciadores
especificos en las regiones flanqueantes de tales loci y su ampliacién subsiguiente
via la PCR (Litt y Lutty, 1989; Weber y May, 1989). El alto nivel de polimorfismo
combinado con la alta tasa de intercalamiento hace de los SSR una fuente

abundante de marcadores genéticos.

Los microsatélites son unidades repetidas en pares, de entre uno y 10
pares de bases de longitud, tales como (TG), o (AAT), (Bruford y Wayne, 1993).
Estan ampliamente distribuidos en los genomas eucariotes y son altamente
polimérficos. Este tipo de marcadores son una de las herramientas moleculares
elegidas para estudios de biodiversidad por su alto contenido de informacion

genética (Morin y Woodruff, 1996).

Los protocolos para amplificacion por PCR usados en microsatélites
emplean pares de iniciadores no identificados o pares de iniciadores con uno de
los iniciadores marcado radiactivamente o fluoromarcado. La electroforesis con
productos de PCR no marcados pueden ser corridos en pequefios geles de
poliacrilamida verticales o en geles de agarosa horizontales. Sin embargo, este
enfoque no es suficientemente preciso (Francisco et al,, 1996). Hay disponibles
también sistemas automatizados. La ventaja mayor de los sistemas
automatizados es la disponibilidad del tefiido ¢on longitudes diferentes (ejemplo 6-
FAM, HEX y TET, applied biosystems), por lo tanto es posible el uso de
electroforesis capilarmente simultanea (usando ABI PRISM System, Applied
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Biosystems) de varios loci con rangos de tamanos de alelos superpuestos
(Polakova et al., 2001; Ziegle et al., 1992).

La evaluacion de los microsatélites ya sea en geles o autoradiogramas es
usualmente un proceso simple, por que los sistemas de electroforesis utilizados
tienen una alta resolucion (de un simple par de bases) y por que los alelos difieren
de un modo muy predictible (unidades multiples repetidas de los microsatélites,
ejemplo dos pares de bases (Polakova ef al., 2001; Ziegle et al., 1992).

Los sistemas automatizados utilizando productos de PCR fluoromarcados
separados por electroforesis capilarmente (ejemplo ABI PRISM 310, Applied
Biosystems) permiten analizar estos productos usando software tales como
GenescanTM y Genotypen (Applied Biosystems/ABIl). Estos programas para
analisis proporcionan algoritmos que separan automaticamente alelos nativos de
productos de slipagge. Los microsatélites son marcadores codominantes y los
datos generados son similares a los de alozimas, excepto que el nimero de alelos
y la heterocigocidad revelada son casi siempre igual. Las poblaciones genéticas,
el analisis de parentesco relacionado pueden ser obtenidas (Goldstein ef al., 1995;
Slatkin, 1995), los microsatélites tienen la ventaja que permiten conocer el modo
predominante de la evolucién (ejemplo mutaciones) derivadas de la medicién la

subdivision de poblaciones y del porcentaje de las distancias genéticas.

Los microsatélites son uno de los tipos de marcadores moleculares
promisorios, capaces de diferenciar o identificar genotipos dentro de especies. Su
herencia es codominante, su alto nivel de polimorfismo y su facilidad de manejo
hacen que sean extremadamente utiles en muchas aplicaciones. Pueden proveer
una abundante fuente de variabilidad cuantitativa basada en mutaciones que son
frecuentes en sitios especificos y reversibles, mas aun raramente son deletéreos,
(Kashi et al., 1997; Kashi y Sdller, 1999; King et al., 1997; King y Soller, 1999).
Pueden ser evolucionariamente significantes complementando genomas y genes
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individuales, sefalando ajustes para una eficiente adaptabilidad, (Kashi et al,
1997; King y Sdller, 1999).

La existencia de repeticiones dinucledtidas poli (C-A), poli (G-T) (por
ejemplo secuencias alternadas de citosinas y adeninas, con o en la banda opuesta
de la molécula de DNA alternando guaninas y timinas). Fue reportado por primera

vez por Hamada et al., en 1982.

Estudios posteriores de Tautz y Rentz en 1984, confirmaron |a abundancia
y ubicacidn de los microsatélites en eucariotes. Un estudio sistematico de la
ocurrencia de [as secuencias microsatélites en humanos en las bases de datos del
Gene Bank por Weber y May en 1989, revelaron la variacidn en el namero de
repeticiones C-A en siete de los ocho loci examinados. Adicionalmente, estos
autores desarrollaren un método general para detectar microsatélites polimorficos:
El polimorfismo es revelado mediante amplificacion del DNA gendmico total por
PCR utilizando dos iniciadores individuales, compuestos de segmentos cortos de
nucledtidos, que flanquean y por lo tanto definen el locus del microsatélite. Los
diferentes productos de amplificacion obtenidos pueden observarse de forma

individual en geles donde se revela este polimorfismo.

La naturaleza y valor Unico de los microsatélites gira sobre su naturaleza
multialélica, son de transmision codominante, de facil deteccion por PCR, su
relativa abundancia, cubre extensiones del genoma y requiere solo de una
pequefia cantidad de DNA para su inicio. También este tipo de marcadores puede
ser distribuido en [aboratorios como secuencias de iniciadores, los cuales
proporcionan un lenguaje comun para investigadores colaboradores y actian
como reactantes de mapeo genético universal (Silver, 1992).

Conduit y Hubbel (1991) mencionan que el aislamiento y clonacion de

microsatélites fue realizado por primera vez en especies de arboles tropicales, las
repeticiones dinucleétidos poli A-C y poli A-G que fueron detectados a frecuencias
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de 5x10° a 3x10° por genoma, los "motifs” repetidos A-G son mas frecuentes que
A-C. Sin embarge, hay mucho menos informacion de SSR en plantas que en
especies de animales, algunas tendencias importantes y las diferencias son ya
aparentes (Morgante y Olivieri, 1993; Wang ef al., 1994). Existe una reduccion de
10 veces en el numero de dinucledtidos repetidos detectados en secuencias de
plantas comparados con humanos, pero la inforrmacién de secuencias disponible
es mayor en humanos. Se ha estimado que un promedio de repeticiones de 20
pares de bases de longitud ocurre en 33 kilobases en genomas nucleares de
plantas comparados con 6 kilobases en mamiferos (Wang ef al, 1994). En
genomas de plantas predomina el motif repetido A-T mientras que en humanos las
repeticiones A-C y/o A-T son mas comunes. Este parece ser un factor general
que distingue los genomas de todas las plantas y animales.

Los SSR 0 microsatélites también han sido utilizados para establecer las
relaciones genéticas entre cultivares de papa (Ashkenazi ef al., 2000; Mitbourne,
ef al., 1997, Provan et al, 1996 a y b) y otras especies como soya y cebada
(Akkaya et al., 1992; Saghai-Maroof et al, 1994). Estos marcadores son
segmentos repetidos en tandem de 1 a 5 nucledtidos cuyo nimero de repeticiones
revela las diferencias genéticas entre individuos (Tautz y Renz, 1984). El DNA
conteniendo tales secuencias pueden ser amplificadas usando la PCR con
iniciadores que flanquean las secuencias repetidas y que pueden ser faciimente
visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa o acrilamida. Ademas
estudios genéticos y analisis de germoplasma en distintas especies Powell ef al.
(1996 a) y Russell et al. (1997), han demostrado que las correlaciones de las
relaciones geneéticas entre distintos ensayos polimorficos pueden variar

ampliamente en y entre especies.

Los microsatélites, son un grupo de secuencias repetidas, motivos mono, di,
{r, tetra o pentanucledtidos que ocurren abundantemente y aleatoriamente,
representando una proporcién significativa del genoma de muchos eucariotes. Se
han realizado estudios entre especies con un mismo grupo de marcadores SSR
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(Peakall, 1998, citado por Pereras et al., 1999), lo cual demostré el potencial de
transferencia de marcadores SSR entre taxas muy relacionadas, expandiendo el
uso potencial de los SSR. De esta manera se ha estudiado la diversidad genética
en trigo, cebada, yuca, melén, pastos y soya (Chavarriaga et al.,, 1998; Domini ef
al, 1998; Katzir, et al., 1996; Procaccini y Mazzella, 1998; White y Powell, 1997,

citados por Pereras ef al., 1999).

Powell ef al, (1996 b) sefalan que les microsatélites son un grupo de
secuencias repetidas de DNA que representan una significativa porcion del
genoma de eucariotes superiores, que pueden servir como marcadores geneticos
altamente informativos y junto con el uso de la tecnologia reaccion en cadena de
la polimerasa permite la deteccion de la variacion en longitud. Este medio nuevo
para detectar polimorfismo en regiones blanco altamente variables del genoma ha

revolucionado la investigacion en humanos y mamiferos.

Kochieva (2000) evaludé varios iniciadores microsatélites para la
caracterizacion de solanaceas (papa y tomate), y observé que todas las bandas
amplificadas en solanaceas estuvieron ausentes en los perfiles de otras especies
evaluadas, por lo tanto concluyé que esas bandas eran marcadores especificos de

solanaceas.

Perazzo et al, (2000) evaluaron 20 genotipos de papa para obtener su
huella genética, usando 14 iniciadores SSR localizados en 10 de los 12
cromosomas de la papa. Evaluaron una gran porcién del genoma para observar la
variacion genetica. Obtuvieron 92 alelos, el nimero de alelos por locus varié de 4
a 16. Cinco de los 20 tratamientos mostraron diferencias en el patréon
electroforético comparados con los clones originales. Asimismo encontraron
diferencias en nueve de los 20 genotipos evaluados; de los nueve genotipos
detectados cuatro los clasificaron como mal identificados y lo cinco restantes
mostraron leves diferencias morfoldgicas los cuales fueron atribuidos a factores
patologicos y ambientales. Asimismo citan que los SSR demostraron ser una

20



Fermin Orona Castro/2004

poderosa herramienta que complementdé los resultados obtenidos por
comparaciones morfolégicas. Ambas técnicas estuvieron acordes en detectar

tratamientos mal identificados

Bryan ef al., (1999) citan que actualmente se ha identificado y caracterizado
en papa en el Scottish Crop Research Institute (SCRI) 150 loci microsatélites; que
los progresos en el mapeo vy caracterizacion de estos SSR fueron informados en
los Reportes Anuales de 1997/98. Asimismo, mencionan que los microsatelites
ofrecen la ventaja de tener un modo de herencia codominante o que sugiere que
varios alelos pueden ser identificados en cada locus dependiendo del grado de
polimorfismo mostrado en el locus, y que esta propiedad es particularmente
utilizada en tetraploides y permite la posibilidad de asignacién de genotipos
microsatélites (la combinacion de alelos presentes en un juego de loci SSR) para
alguna accesion dada, y que los marcadores SSR ha sido utilizados muy

eficientemente.

Fahima ef al, (2002) evaluaron [a diversidad de 20 loci microsatélites del
trigo silvestre emmer, Triticum dicoccoides en 15 poblaciones (135 genotipos)
representando un amplio rango de condiciones ecolégicas de suelo, temperatura,
y disponibilidad de agua en Israel y Turquia, con base en los resultados obtenidos,
sugieren que los marcadores microsatélites son uéados para la estimacion de la
diversidad genética en poblaciones naturales de Trticum dicoccoides y para el
etiquetamiento de tratamientos agrondémicos importantes derivados del trigo

silvestre emmer.

2.2.2.1.- Aplicaciones de los microsatélites

2.2.2.1.1.- Genética Agricola y Mejoramiento de Plantas

Powell ef al, (1996 c) mencionan que la utilidad de los microsatélites gira
alrededor de dos factores importantes: su alto contenido de informacién del cual
es una caracteristica del namero y frecuencia de alelos detectados y faciles de
genotipear. La habilidad para distinguir entre individuos cercanamente
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relacionados es particularmente importante para muchas especies de cultivos, lo
cual tiende a tener una estrecha base genética. La evaluacion de datos, de la
cantidad de diversidad detectada con microsatélites ha revelado mas polimorfismo
comparado con otros ensayos realizados. Con excepciéon de tomate (Lycopersicon
esculentum) (Broun y Tanksley, 1996). Donde solamente en dos de 10
microsatélites detectaron polimorfismo, los microsatélites proporcionaron alto nivel
discriminatorio en Lycopersicum. Una mejor ilustracién en los datos obtenidos en
soya en el género Glycine, en donde los niveles de polimorfismo detectado con
RFLP y SSR fue superior; el 80 %; de los microsatélites utilizados, fueron capaces
de detectar tres 0 mas alelos, mientras que menos del 15 % de las sondas
utilizadas con RFLP mostraron ser efectivas (Powell ef al. 1996 a).

Es importante enfatizar que la mayoria de los estudios de microsatélites
basados en plantas fueron conducidos utilizando germoplasma seleccionado para
maximizar los niveles de diversidad detectados. Las primeras aplicaciones de
microsatélites en plantas fueron en la identificacion de cultivares donde fueron
usados en genotipos de Vitis vinifera (Thomas y Scout, 1993) y en soya (Rongwen
el al, 1995). La importancia de la necesidad de proteger la propiedad del
germoplasma puede incrementarse en el futuro, y los microsatélites pueden jugar
un papel importante en asegurar los derechos de las variedades de plantas. Una
aplicacién de los microsatélites esta en la determinacién de un hibrido. Para este
propésito, la naturaleza codominante de los microsatélites es particularmente
importante, y permite identificar la contribucion alélica de cada progenitor que sea

identificado en hibridos somaticos o sexuales.

Una de las aplicaciones de la técnica SSR es en hibridacion de células
somaticas en biologia de plantas, ya que es un método que sirve para identificar
claramente hibridos somaticos nucleares. Provan ef al., en (1996 a) sefalan que
se ha utilizado este método para caracterizar y determinar ia hibridacion en
hibridos somaticos intraespecificos de papa S. tuberosum. Actualmente el mayor
reflejo del uso de los microsatélites esta en identificar heterocariones, este estudio
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fambién demuestra ia estabilidad somatica de microsatélites en plantas de papa
que han sido regeneradas de protoplastos de células simples.

Es también importante el alto poder discriminatorio de los microsatélites
para analizar la variacion en el "pool” de genes de los cultivos. La base genética
de las plantas modernas cultivadas es informacién importante que necesita ser
cuantificada en relacién con sus progenitores. Un estudio reciente con arroz
Oryza sativa establecié que el 28 % de la variabilidad alélica fue perdida durante el
proceso de desarrollo de variedades (Yang y Quiros, 1995). Estudios posteriores
con microsatélites mejoraron el entendimiento del proceso involucrade en la
domesticacion en la evolucién de las plantas cultivadas. Los datos generados por
este analisis también proporcionaron un criterio utilizade para el enriquecimiento
del pool de genes de plantas cultivadas, y para determinar que tan eficientes han

sido los fitomejoradores en acceder a las formas de variacion preexistentes.

Una de las razones principales para el desarrollo de microsatélites es su
potencial uso comeo marcador diagnéstico en tratamientos importantes de

programas de mejoramiento genético de plantas.

El tnico mecanismo responsable para la generacion de altos niveles de
variabilidad en alelos microsatélites por replicacién y correccién pueden reducir la
utilizacion de los microsatélites para la evaluacion de similaridades genéticas entre
genotipos. Los microsatélites han sido usados para generar informacion en
relacion a subpoblaciones en humanos (Bowcock ef al., 1994), pero estudios de

este tipo en plantas son minimos.

La habilidad del uso de los mismos iniciadores SSR en diferentes especies
de plantas puede depender de la extension a la cual los sitios de los iniciadores
flanquean los SSR, si son conservados entre taxas relacionadas y la estabilidad
de los SSR sobre el tiempo evolucionario. Algunas investigaciones han
considerado la amplificacion de cruzas entre especies con la conservacion de
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secuencia de iniciadores lo que ha sido demostrado en arroz por Wu y Tanksley
(1993); en vid por Thomas y Scott (1993) y en citricos (Kijas ef al., 1995). La
amplificacion de microsatélites en cruzas entre especies incrementaria el valor de

tales marcadores en la ciencia de las plantas.

2.2.3.- Respuesta del germoplasma de papa al dafo causado por fitoplasmas
Actualmente, en el cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) se han reportado
varias enfermedades producidas por fitoplasmas tales como el “enroflamiento
parpura del apice”, “flavescencia marginal®, “escoba de bruja”, “filodia de la papa” y
‘marchites en la punta morada de la papa” (Kumar, et al., 1988)

La Punta Morada de la Papa (PMP) origina brotes erectos y las hojas se
enrollan hacia arriba con el progreso de la enfermedad. Se produce pigmentacion
purpura en la base de los foliolos y los tallos se marchitan debido a la necrosis del
floema de los tallos. Las plantas jovenes afectadas producen tubérculos aéreos y
engrosamiento de los nudos del tallo. Los tubérculos producidos por las plantas
infectadas pueden ser flacidos y producen brotes ahilados cuando se rompe la

dormancia y con ausencia de brotacion en los mismos (Cadena-Hingjosa et al.,

2003; Kumar, et al., 1988)

La punta morada de la papa, es una enfermedad asociada con la incidencia
de fitoplasmas y Paratrioza cockerelli gue causan un desorden en el metabolismo
de la planta, se presentan en las principales zonas paperas de México (Cadena-
Hinojosa, et al, 2003). Los mismos autores sefialan que ambaos problemas
fitosanitarios ocasionan un pardeamiento y brotacion anormal de los tubérculos, lo

que disminuye el rendimiento y la calidad del cultivo.

En México la PMP es considerada, después del tizén tardio (Phythopthora
infestans), como la enfermedad mas importante del cultivo de la papa. El nombre

fue dado por la coloracion morada que adquieren las hojas apicales con la
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infeccién, la cual es mas aparente en las variedades con pigmentacién natural

(Cadena-Hinaojosa, et al., 2003).

También se pueden desarrollar tubérculos aéreos en los nudos de los tallos.
Los sintomas de la PMP se detectaron en México desde hace 50 afios; sin
embargo, su importancia se ha incrementado en los Ultimos cinco arios.
Actuaimente, se estima que mas del 70 % de la superficie sembrada con papa en
México es afectada por la enfermedad. Las pérdidas varian segun la severidad
del problema, pudiendo reducir hasta 80 % el rendimiento. Ademas de las
pérdidas en rendimiento, los tubérculos infectados pierden valor comercial por la

necrosis interna y la baja calidad industrial (Salazar, 1998).

El primer ejemplo de un microsatélite ligado a un gen de resistencia a
enfermedades de plantas fue publicado por Yu ef al., (1994). Una repeticion ATs
localizada dentro del gen de choque térmico de la proteina de soya Rsv y cuyo
peso es de 0.5 centimorgan (Cm), es un gene que confiere resistencia al virus
mosaicc de la soya. Varios genes de resistencia, incluyendo los del virus moteado
del cacahuate (Rpv) y Phythopthora (Rps 3) estan agrupados en esa regién del
genoma de la soya. Este tipo de marcadores microsatélites ayudaria en la

transferencia de los genes de resistencia a variedades élite de soya.

Martin et al, (1991) utilizando la técnica RAPD, evaluaron dos Lineas
Isogénicas Cercanas (NIL) que difiere por la presencia o ausencia del gene (pto)
que confiere la resistencia a Pseudomonas, con 144 iniciadores aleatorios. En
total siefe productos polimérficos de amplificacion fueron identificados entre las
dos lineas. Cuatro de estos productos fueron investigados mas alla por anélisis de
segregacion y tres fueron confirmados que estuvieron fuertemente ligados al gene
pto. El procedimiento total tomé cuatro semanas comparados con el tiempo del

proyecto de aproximadamente dos afios usando RFLP.
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[ll.- MATERIALES Y METODOS.

3.1.- Material genético
Se colectaron ocho variedades comerciales y siete lineas avanzadas de papa en
Coahuila y 14 variedades y dos lineas avanzadas en el Estado de México,

(Cuadro 1). Estos materiales pertenecen al banco de germoplasma del Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

materiales se repiten en las dos localidades.

Seis

Cuadro 1. Crigen gecgrafico y genealogia de las lineas y variedades de papa

utilizadas.

Proced. Coahuila Estado de México

# Orden | Genotipo Genealogia Genotipo Genealogia
1 Alpha Paul Kruger x Preferent | Alpha Paul Kruger x Preferent
2 Atlantic Waseon x B5141-6 Granola 3333 60 X 267 04
3 Atzimba  US-133-3 X 52-AT-1 |Gigant Elvira X AM — 66-42
4 Gigant Elvira X AM —66-42 |Lady Rosetta Cardinal x SVP VTn2 62 33 3
5 Fiana 4062-660 x AM66-42 Lupita Desconocido
6 Malinche  58-ER-1 x Loman Malinche 58-ER-1 x Loman
7 Montserrat 7-AM-9 x 57-DZ-23 Marciana SACO X 57-DZ-23
8 Nortefia  Atzimba x US-8 Michoacan ~ Amarillo Puebla X 62 —HM - 5
9 Zafiro 575042 x 575042 Montserrat 7-AM-9 x §7-DZ-23
10 575012 Desconocido Nau 6 Desconocido
11 720088 Desconocido Norteria Atzimba x US-8
12 91-9-3 Atlantic x 750489 Rosita 57 -A0—-10 X 52 AT - 1
13 91-10-1 Murca x Nook sack Sancal 750821 x 720054
14 91-12-2 Ireri x F.L. Zafiro 575042 x 575042
15  91-254 Ireri x F.L. 4-11 Autofecundacion P-14
16 67-60-08 Desconocido

Roja
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3.2.- Extraccion del DNA
La extraccion del DNA gendmico se realizd utilizando la metodologia descrita por

Almeyda—Ledn et al. (2001). Se trituraron 250 mg de tejido fresco en presencia de
nitrogeno liquido. La muestra macerada se transfirié a un tubo de microcentrifuga
de 1.5 ml y se le agregaron 750 pl de la solucion de extraccion (2% p/v CTAB, 100
mM Tris — HCI pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl, 1% p/v polivinyl-
pyrrolidona) previamente calentada a 65 °C. La mezcla se homogenizé y se
incub6 durante 30 minutos a 65 °C, agitandose ocasionalmente. Después se
agregd a la mezcla un volumen (p/v), de cloroformo ~ alcohol isoamilico (24:1) y
se agité suavemente por inversion y se centrifugd a 10,000 rpm durante cinco
minutos a temperatura ambiente. Se colecto el sobrenadante (parte superior) y se
agregé un volumen de cloroformo — alcohol isoamilico (24:1) se agité suavemente
y se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente y nuevamente
se colectd {a fase acuosa. El DNA fue precipitado adicionando 0.7 volumen de
isopropanol, dejando reposar la muestra un minimo de 45 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugé a 10,000 rpm por 15 minutos. El
sobrenadante se elimin6 y el sedimento se lavé con etanol al 70 % frio, al menos
dos veces, se secod a temperatura ambiente y el DNA se resuspendid en 100 ul de
agua estéril, y se almacend a 4 °C hasta su uso. E! DNA fue cuantificado

mediante espectrofotometria a 260 y 280 nm.

Antes de iniciar las reacciones de PCR se realizé una digestion con la
enzima Eco RS para determinar si existian inhibidores en el DNA; las condicianes
utilizadas fueron las siguientes: En un volumen final de 20 pl se mezclaron 5 ul de
DNA, 2 pl de solucidn amortiguadora especifica para la endonucleasa Eco RS, 0.5
ul de la enzima y 12.5 pl de agua grado MQ estéril. La reaccién se incubd por dos

horas a 37 °C en un termociclador MJ Research.
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3.3.- Andlisis RAPD

3.3.1.- Estandarizacion de la técnica de RAPD

Se utilizaron 40 iniciadores RAPD decameros con diferente concentracion de G-C
como bases selectivas (50, 60, 70 y 80 %) (Cuadro 2). En la estandarizacion de la
técnica de RAPD, se utilizd un solo iniciador (CGAACATGAG) que corresponde a
la concentracion de 50% de GC y cuatro concentraciones de DNA (10, 20, 30 y 50
ng) de la linea 91-9-3. También se evalud una muestra utilizando 50 nanogramos
de DNA de Ja linea indicada anteriormente con dos iniciadores correspondientes a
la concentracién del 50% de G-C (TACTATCCCC y CGAACATGAG).

Cuadro 2. Oligonucleétidos utilizados en la caracterizacibn molecular de 25
genotipos de papa, por medio de la técnica de RAPD.

Parcentaje de Guanina — Citosina (G - C)
50 % 60 % 70 % 80 %

Iniciador No. Iniciador No. Iniciador No. Iniciador No.
TACTATCCCC | 11 CGACCTGACA | 21 TGCCACGTCG | 31 CGACCCCCGT
CGAACATGAG | 12 GTGCGATCTC | 22 CGAGCCGAAC | 32 TGGGCCCCGA
GATCTAGTGC | 13  TIGGGGGCTT | 23 GGCGATCACG | 33 TCGCGCCCTG
GCACATAACG | 14 GGTACTAGCG | 24 GGACTCTGCG | 34 TCGCGCCCTG
GTAAAGGGCT | 15 TTAGGACGGG | 25 GGCACCCAGA | 35 GCTGGGGACC
GTCCCTGAAT | 16  CTTGAGACCC | 26 = GTGGGACCCA | 36 CCCGCAGGGA
CGAACGTGAT | 17 GAGTAACGGC | 27 GGCATTCCCG | 37 CGACCGAGCC
GGAGTTCTCA | 18 CTTGGGTTCG | 28 AGGGCGTTICG| 38 GGGGCCTTGC
CTCGTCCTTT | 19 AGCCAAGACC | 29 GGTICGGCGT | 38 GGTCGCAGCC
CGAACGTGAT | 20 TCCAGGCTCA | 30 CTCCTGCGAC | 40 AGCGCCCAGG

Pares de Oligonucleétidos

6/7 GTCCCTGAAT/|16/18 CTTGAGACCC/ |21/28 TGCCACGTCG/ |31/33 CGACCCCCGT/

D W ~N » U K W N -

-
o

CGAACGTGAT CTTGGGTTCG AGGGCGTTCG TCGCGCCCTG

6/10 GTCCCTGAAT/ [17/19 GAGTAACGGC/ |23/30 GGCGATCACG/|31/35 CGACCCCCGT/
TTACGTGCTC AGCCAAGACC CTCCTGCGAC GCTGGGGACC
356/37 GCTGGGGACC/

CGACCGAGCC
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Las reacciones de PCR en la técnica de RAPD se conformaron de acuerdo
a lo reportado por Pecina-Quintero et al., (2001). En un volumen final de 25 pl se
mezclaron 2.5 pl (1X) de solucion amortiguadora, 1.5 gl (2mM) de MgClz, 2.0 pl
(200 UM) de dNTPs, 2.0 ul (0.5 pM) del iniciador, 0.5 yl (2.5 Unidades) de la
enzima Taq polimerasa y 12,5 pl de agua MQ estéril, en la muestra donde se
utilizé la combinaciéon de dos iniciadores se agregaron 2.0 yl (0.5 ym) por cada
iniciador. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: un ciclo de 3 min a 94
°C, 30 ciclos de 1 min de desnaturalizacién a 94 °C, 2 minutes de alineacién a 37
°C y 1 min de polimerizaciéon a 72 °C, y 1 ciclo de extension final a 72 °C por siete
minutos. Una vez la estandarizada la técnica de RAPD se realizaron fres

reacciones por muestra.

3.4.- Analisis SSR

3.4.1.- Estandarizacion de la técnica de SSR o microsatélites

Para los SSR o microsatélites se utilizaron los iniciadores M1F/M2R, M3F/M4R y
M5F/M6R, reportados por Ashkenazi et al, (2000) y M7F/M8R, M9F/M10R y
M11F/M12R utilizados por Ghislain et al., (2000) (Cuadro 3). Estos iniciadores
fueron seleccionados con base en el nimero de genctipos que diferencian vy al

tamafo de fragmento que amplifican (Cuadro 4).

Cuadro 3. Iniciadores utilizados en la caracterizacién molecular de 25 genotipos
de papa, por medio de la técnica de SSR.

Par de
Iniciadores Iniciador Derecho Iniciador Izquierdo

MIFM2R | 5-AATTCATGTTTGCGGTACGTC-3 5-ATGCAGAAAGATGTCAAAATTGA-3"
M3FIM4R | 5-GTGATTGGCAATCAGATTGAAA-3" |5 -GTGTGTGGACTGTGGAGTGG-3'

MSFIMBR | 5-AACATTACAACACATTAGCA-3 5-AACTTATCTGAAACTCTCGT-3"
M7FMBR | 5-AATAGGTGTACTGACTCTCAATG-3" |5 -TTGAAGTAAAAGTCCTAGTATGTG-3"
MIF/M1O0R |5 -TTCGGAATTACCCTCTGCC-3’ 5-AAAAAAAGAACGCGCACG-3”

MT1F/M12R | §"-AGAGATCGATGTAAAACACGT-3 5-GTGGCATTTTGATGGATT-3"
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En fa técnica de microsatélites, también se realizaron pruebas para

optimizar la concentracion de DNA a utilizar.

Las condiciones utilizadas en las reacciones de PCR fueron las reportadas
por Ghislain ef al., 2000; y Ashkenazi et al, 2000, variando solamente en [a

temperatura de alineamiento para cada par de iniciadores en particular.

Con los iniciadores utilizados por Ghislain et al. (2000) (M7 al M12), las
reacciones de PCR se conformaron en un volumen final de 25 ul conteniendo 12.5
pl de agua grado MQ estéril, 50 ng de DNA (2pl), solucion amonrtiguadora 1X (2.5
pl), 1.0 pl de MgCl, (50mM), 200 uM de dNTPs (2 pl), 0. 5 uM de cada primer (2 pl)
y 2.5 U de la enzima Taq DNA polimerasa (0.5 pl).

Las PCR se realizaron en un termociclador MJ Research 100 bajo las
siguientes condiciones: un ciclo de 3 min a 94 °C, 30 ciclos; de 1 min de
desnaturalizacion a 94 °C, 2 min de alineamiento a 47 °C, 1.5 min de
polimerizacion a 72 °C y un ciclo de extensién final de 5 min a 72 °C: Las
condiciones descritas anteriormente se utilizaron con los iniciadores M7F/M8R;
para los pares de iniciadores MOF/M10R y M11F/M12R, las temperaturas de
alineamiento se modificaron a 55 y 53 °C respectivamente. Los productos de las
reacciones de PCR se fraccionaron en geles de poliacrilamida al 6 % y se tifieron
con nitrato de plata y/o bromuro de etidio para ser fotografiados y su posterior

analisis.
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Cuadro 4. Principales caracteristicas de los iniciadores seleccionados para los

microsatélites.

. Tamafio de No. de
Iniciadores Tm  Fragmento  Genotipos que Repeticion Localizacion
Obtenido (pb) Discrimina

MIF/IM2R ~ 58 250 66 (aag); Locus
STACCAS3

M3F/M4R 59 200 58 (at)s

MSF/MBR 47 204 50 {tg)s0 (3Q)10

M7F/IMBR 47 83-239 73 (at)7(gt)o(at)a(gt)s Cromosoma Vi

(gc)a(gh)s
MSF/M10R 55 146-172 73 (tcta)s Cromosoma VI
M11FM12R 53 122-188 73 (gt/ge) (gh)s Cromosoma Xl

Con los iniciadores reportados por Ashkenazi ef al., (2000) (M1 al M6), las
reacciones de PCR se conformaran como sigue: en un volumen final de 25 pl,
conteniendo 50 ng de DNA (2 ul), 0.15 uM de cada primer (2 pl), 50 mM de MgCl, (1
W), 200 pM de dNTP’s (2 pl), solucion amortiguadora 1X (2.5 pl) y 2.5 U de la
enzima Tag DNA Polimerasa (0.5 pl).

Las PCR se realizaron bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 1 min a 94
°C, 30 cicios; desnaturalizacién 15 seg a 95 °C, alineaciéon 25 seg a 58 °C,
polimerizacién 15 seg a 72 °C, y una extensién final de 2 min a 72 °C. Las
condiciones anteriormente indicadas se utilizaron con el par de iniciadores
M1F/M2R, para los pares de iniciadores M3R/M4F y M5R/M6F, |as temperaturas de

alineacion se modificaron a 59 y 47 °C respectivamente.
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3.5.- Tincién de geles de poliacrilamida con nitrato de plata

Se realiz6 tomando como base el procedimiento reportado por Igloi (1983) que

consiste en lo siguiente:

1. Se fija el gel en una solucién de alcohol etilico — acido acetico glacial — agua en
proporcion de 50 — 10 — 40 durante 60 minutos o toda la noche.

2. Se sumerge el gel en una solucién de alcohol etilico ~ acido acético glacial —
agua en proporcion de 10 — 1 — 89 durante 60 minutos adicionales.

3. Se tifie el gel con nitrato de plata 12 mM (0.2 %) durante 60 minutos.

4, Se enjuaga con agua bidestilada 2 o 3 veces.

5. Se revela con KOH 0.75 M (6.4 gr de KOH, 1.12 ml de formaldehido y 150 m|
de agua) hasta que sean visibles los fragmentos.

6. Cuando es requerido la reaccion de revelado se detiene con acido acético al

5% o0 con Na-COs al 0.07 M.

3.6.- Relacion del analisis molecular del germoplasma de papa con la
respuesta al dafio causado por fitoplasmas

3.6.1.- Material genético y extraccion de DNA

Se evalué la respuesta al dafio causado por fitoplasmas a nivel molecular, bajo
condiciones de campo la evaluacion fue realizada en el estado de México por
Cadena et al. (2003) y los resultados obtenidos se utilizaron para hacer
correlaciones con los andlisis moleculares de los 25 genotipos colectados (Cuadro
1). Se utilizaron tres plantas por variedad y se corrieron tres ensayos diferentes
en forma simultanea para cada tipo de marcador, se usaron tres iniciadores en la
técnica de RAPD y cuatro pares de iniciadores en SSR (Cuadro 5). La extraccion
de DNA gendmico se realizé utilizando la metodologia descrita por Almeyda-Ledn

et al. (2001).
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Cuadro 5. Secuencias de los iniciadores RAPD y SSR utilizados en la evaluacion

de la respuesta al dafno causado por fitoplasmas a 25 genotipos de papa.

Iniciador  © Iniciador hacia delante Iniciador inverso
par de RAPD
iniciadores
2 5 -CGAACATGAG-3’
23/30 5'-GGCGATCACG-3’ 5°-CTCCTGCGAC-3’
SSR

M1F/M2R S'AATTCATGTTTGCGGTACGTC-"3 5'ATGCAGAAAGATGTCAAAATTGA-3
M3F/M4R 5 -GTGATTGGCAATCAGATTGAAA-3° 5 -GTGTGTGGACTGTGGAGTGG-3"
MFOF/M10R  §-TTCGGAATTACCCTCTGCC-3" 5-AAAAAAAGAACGCGCACG-3°
M11F/MI2R  5-AGAGATCGATGTAAAACACGT-3°  5-GTGGCATTTTGATGGATT-3"

3.7.- Analisis de datos

Los geles se analizaron y las bandas monomoérficas y polimoérficas se
contabilizaron. Se asumio que bandas del mismo peso molecular en diferentes
individuos son similares. La presencia de una banda fue indicado por un uno (1) y
la ausencia como cero (0). Las relaciones genéticas entre genotipos se calcularon
por el método de similaridad genética propuesto por Nei y Li (1979), usando el
paquete de software S-Plus Versién 4.0. La matriz de distancias generada se
utilizé para producir un dendrograma por medio del método Adgrupamiento de
Unidades de Distancias Minimas y Promedios Aritmeticos (UPGMA). Se uso el
método de Felsenstein (1985) para obtener el intervalo de confianza para los
grupos formados en cada nodo del dendrograma, para lo cual se realizaron 1000
repeticiones de muestreo con reemplazo de los datos originales. Los intervalos de
confianza Felsenstein se refieren al porcentaje de veces que cada nodo del
dendrograma es repetido en las 1000 muestras de muestreo con reemplazo, lo
que a su vez indica lo robusto de los grupos formados en cada nodo. Un
porcentaje cercano a 100% sugiere que el grupo refleja la estructura de la
poblacion y que el error de muestreo es minimo, mientras que bajos porcentajes
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(30 % o menos) sugieren que puede existir variacién entre los genotipos de algun
nodo en particular, cada vez que realiza un analisis, por lo que es necesario

aumentar el tamario de muestra.

Para estimar la utilidad de los sistemas de marcadores en papa, se
calcutaron algunos parametros propuestos por Powell et al., (1996 a), como el
indice de diversidad mediante la ecuacion: ID= 1 ~ p?, donde p; es la frecuencia
del alelo i*; en este caso, cada alelo individual se considera /ocus unico y a su vez
un fragmento de amplificacién. La Proporcion Multiple Efectiva (EMR), que es
definida como producto de la fraccion de loci polimorficos y el numero total de /oci
polimorficos para un analisis por oligonucleétidos RAPD y SSR. El indice de
marcador (MI), cuya estimacion es usada para evaluar la utilidad total de cada
sistema de marcadores y se define como el producto de los promedios del indice

de diversidad para los fragmentos polimérficos y el EMR para cada analisis.
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IV.- RESULTADOS

4.1.- Estandarizacion de la técnica para la extraccion del DNA genémico de
papa

Con la metodologia utilizada se obtuvo cantidad y calidad de DNA aceptables para

la amplificacion del DNA en las dos técnicas utilizadas en el estudio (Fig. 1). Se

obtuvieron aproximadamente 1,000 nancgramos (ng) de DNA a partir de 250 mg

de tejido vegetal fresco de cada muestra, en la Figura 1 se presentan 15

materiales pero se obtuvo fa misma cantidad de DNA para los 25 genotipos

colectados.

12345 67 8 91 11 12 13 14 15

Fig. 1. Extraccion del DNA de diferentes cultivares de papa procedente de
Coahuila. Carril 1= 91-9-3, Carril 2= Gigant, Carril 3= Atlantic, Carril 4=
91-12-2, Carril 5= Alpha, Carril 6= 91-10-1, Carril 7= 91-25-1, Carril 8=
72-00-88, Carril 9= Montserrat, Carril 10= Fiana, Carril 11= Nortea,
Carril 12= Zafiro, Carril 13= §7-50-12, Carril 14= 72-00-45 y Carril 15=

Malinche.

4.2. Estandarizacion de la concentracion de DNA e iniciadores mediante la

tecnica RAPD
En la digestiéon realizada con la enzima de restriccién Eco R5 no se observaron

evidencias de la existencia de inhibidores en el DNA por lo tanto se procedi6 a la

estandarizacion de la concentracion del DNA y de los iniciadores.
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En la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de
optimizacidon utilizando tres concentraciones diferentes de iniciador y cinco
concentraciones de DNA de papa de un genctipo 91-9-3 donde aparentemente no
hubo diferenciaciéon entre la utilizacion de 0.5 y 1.0 uM del iniciador. Con la

concentracién de 2 ul de DNA se observo buena amplificacion.

Fig. 2. Estandarizacion de la concentracion de DNA e
iniciador en la PCR: Carril 1.- 0.18 uM, Carril
2.- 0.5 yM, Carril 3.- 1 uM; Carril 4.- 0.1 pi,
Carril 5.- 0.5 pl, Carril 6.- 1 pl, Carril 7.- 2 pl y
Carril 8.- 3 pul del iniciador y de DNA
respectivamente, utilizando la linea avanzada
de papa 91-9-3.

4.3.- Estandarizacion de la técnica RAPD

Se utilizaron 10 iniciadores de cada cancentracion sintetizaron, sintetizados por
Alpha DNA, Montreal Québec, Canad4, dando un total de 40 iniciadores para las
pruebas de RAPD. En las pruebas de optimizacion de la técnica, se utilizaron tres
concentraciones de un iniciador que corresponde a la concentracion de 50% de
GC (0.18, 0.5 y 1.0 yM) con cinco concentraciones de DNA (0.10, 0.50, 1.0, 2.0y
3.0 yl) de la linea 91-9-3. También se evalué una muestra utilizando dos
microlitros de DNA de la linea indicada anteriormente con un par de iniciadores

correspondientes a la concentracion del 50% de G-C (GC-1 y GC-2).
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Las condiciones iniciales de la reaccién en la técnica de RAPD fueron las
reportadas por Pecina — Quintero et al., (2001). Sin embargo, debido a que en la
glectroforesis los fragmentos amplificados se observaron muy tenues, se
incremento el nimero de ciclos y la concentracién del iniciador, Las condiciones
finales fueron las siguientes: en un volumen final de 25 pl se mezclaron 2.5 pl de
solucion amortiguadora (1X), 1.5 yl de MgCl, (1mM), 2.0 pl de dNTPs (200 pM),
2.0 pl del iniciador (0.5 uM), 0.5 pl de la enzima Taq polimerasa (2.5 Unidades) y
12.5 |l de agua MQ estéril. En las muestras donde se utilizé la combinacién de
dos iniciadores se agregaron 2.0 yl (0.5 uM) por cada iniciador. Las condiciones
de la PCR fueron las siguientes: un ciclo de 3 min a 94 °C, 35 ciclos de 1 min de
desnaturalizacion a 94 °C, 2 minutos de alineacién a 36 °C y 1 min de
polimerizacién a 72 °C, y 1 ciclo de extensién final a 72 °C por siete minutos.

Al fraccionar los productos de PCR en geles de poliacrilamida y ser tefiidos
con bromuro de etidio, solamente se cbservé amplificacién en las PCR donde se
ufilizo la combinacién de dos iniciadores. Las reacciones de PCR con un solo
iniciador no presentaron polimorfismos visibles al observarse en el transiluminador
de luz uitravioleta. Con base en lo anterior, se realizd una segunda prueba
ufilizando la combinacion de dos iniciadores con diferentes concentraciones de
DNA (10, 20, 30, 50 y 75 ng) de la linea 91-9-3. Las mejores amplificaciones se
obtuvieron cuando se utilizaron 50 y 75 ng de DNA. Cuando se utilizaron 20 y 30
ng de DNA los fragmentos estaban poco visibles y en la muestra de 10 ng de DNA
no se observd amplificacion. Por lo tanto, se determind que para una
amplificacién optima en la técnica de RAPD se deben utilizar 50 ng de DNA en
combinacion con 0.5 mM de cada iniciador (Fig. 2).

Una vez estandarizadas las condiciones de PCR, se corrieron PCR con los
40 iniciadores utilizando la linea avanzada 91-9-3 y se seleccionaron aquellos que
mostraran mayor numero de fragmentos (Fig. 3). Las mejores amplificaciones se
obtuvieron con los iniciadores siguientes: 2, 6, 7 10, 16, 18, 19, 20, 22, 23, 28, 30,

31, 33, 35 y 37; Asimismo, se evaluaron nueve combinaciones de iniciadores los

37



Fermin Qrona Castro/2004

cuales fueron, 3/7, 210, 12/16, 12/20, 21/28, 23/27, 23/30, 31/33, 31/35 y 35/37
(Fig- 4). De esta evaluacion se seleccionaron las Ultimas cuatro combinaciones y
se fomaron otras con base en el resultado del andlisis individual y los que
mostraron mayor niumero de amplificaciones, de tal manera que el resto fueron
6/7, 6/10, 16/18, 17/19, 21/28, evaluando nueve combinaciones de iniciadores al

final.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

A B

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Fig. 3.- Fragmentos amplificados en las PCR en la técnica de RAPD usando
40 iniciadores de diferente concentracién Guanina-Citosina y DNA de
la linea avanzada 91-9-3. A = Concentracion de 50 % G-C; B=60%
de G-C: C=70%de G-Cy D =80 % de G-C.
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Fig. 4.- Fragmentos amplificados en las PCR para RAPD utilizando
diferentes pares de iniciadores y DNA de la variedad
Montserrat: Carril 1= 3/7, Carril 2= 2/10, Carril 3= 12/16, Carril

= 12/20, Carril 5= 21/28, Carril 6= 23/27, Carril 7= 23/30,
Carril 8= 31/33, Carril 9= 31/35, Carril 10=31/37.

4.4.- Caracterizacién del germoplasma procedente de Coahuila mediante la
técnica RAPD ‘

De los 40 iniciadores evaluados, se seleccionaron 16 con base en el numero de
fragmentos amplificados; de tal manera que al final se evaluaron los genotipos con
16 iniciadores individuales y 9 combinaciones con diferentes proporciones de
guanina - citosina (G-C) como nucledtidos selectivos (Cuadro 2).

La técnica de RAPD permitié diferenciar los 15 materiales de papa
Procedentes de Coahuila. En general se observaron un total de 395 productos (en
Promedio 1442 bandas por iniciador), de los cuales 296 (70.94 %) fueron
polimérficos. El tamafio de los fragmentos analizados estuvo en un ambito de 200
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a4000 pares de bases, aunque se observaron fragmentos de mayor y menor peso
molecular (Fig. 5, 6 y 7). Ademas no se detectaron diferencias significativas en el
nimero de bandas amplificadas entre iniciadores con diferente porcentaje de GC.
Los iniciadores con mayor formacion de fragmentos fueron 2, 6, 18, 20, 23, 31, 33,
35 y 37; el iniciador 31 formé un fragmento en la variedad Aflantic que la

discriminé del resto del germoplasma evaluado,

4.5.- Caracterizacion del germoplasma procedente del Estado de Meéxico
mediante la técnica RAPD

En relacion al germoplasma procedente del Estado de México, esta técnica
permitié diferenciar los 16 materiales de papa evaluados. Con estos materiales
solo se utilizo un iniciador individual (2) y una combinacion de dos iniciadores
(23/30). En general se observaron un total de 26 fragmentos (en promedio 9.0
fragmentos por iniciador), de los cuales 18 (69.23 %) fueron polimérficos. El
tamafic de los fragmentos analizados fue de 200 a 4000 pares de bases, aungue
se cbservaron fragmentos de mayor y menor peso molecular (Fig. 8 y 9). No se
detectaron diferencias significativas en el nimero de fragmentos amplificados

entre los iniciadores utilizados.

1 2 83 4 5 6 7 8 9 10 1112 1314 15 M

Fig. 5. Amplificacion mediante la técnica RAPD, utilizando el iniciador 2 y
DNA de 15 genotipos de papa procedentes de Coahuila. 1 = 91-
9-3, 2 = Gigant, 3 = Atlantic, 4 = 91-12-2, 5 = Alfa, 6 = 91-10-1, 7
= 91-25-1, 8 = 72-00-88, 9= Montserrat, 10= Fiana, 11= Nortefia,
12= Zafiro, 13= 57-50-12, 14= Atzimba, 15= Malinche y M=
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus.
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123&5678’\4 9 10111213 1415 M

Fig: 6. Amplificacion mediante la técnica RAPD, utilizando el iniciador 31 y
DNA de 15 genotipos de papa procedentes de Coahuila. 1 = 91-
9-3, 2 = Gigant, 3 = Atlantic, 4 = 91-12-2, 5 = Alpha, 6 = 91-10-1,
7 = 91-25-1, 8 = 72-00-88, 9= Montserrat, 10= Fiana, 11=
Nortefia, 12= Zafiro, 13= 57-50-12, 14= Atzimba, 15= Malinche y
M= Marcador de peso molecular 1 Kb Plus.

1 23 4 5 6 7 8M 9 10 1112 13 4 156 M

Fig. 7. Amplificacién mediante Ia técnica RAPD, utilizando el par de
iniciadores 23/30 y DNA de 15 genotipos de papa procedentes
de Coahuila. 1 = 91-9-3, 2 = Gigant, 3 = Atlantic, 4 = 91-12-2, 5
= Alfa, 6 = 91-10-1, 7 = 91-25-1, 8 = 72-00-88, 9= Montserrat,
10= Fiana, 11= Nortena, 12= Zafiro, 13= 57-50-12, 14=
Atzimba, 15= Malinche y M= Marcador de peso molecular 1 Kb
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1234 56 78 91011 121314 M 1516 1718 19 20 2122 23 2425 26 2728 M

Fig. 8. Amplificacion mediante la técnica RAPD, utilizando el iniciador 2 y diferentes
materiales de papa procedentes del Estado de México. Carril 1-2= Marciana,
Carril 3-4= Montserrat, Carril 5-6= Granola, Carril 7-8= Zafiro, Carril 9-10=
Lady Rosetta, Carril 11-12= 4 — 11, Carril 13-14= Gigant, Carril 15-16=
Malinche, Carril 17-18= Michoacan, Carril 19-20= Lupita, Carril 21-22= 67-60-
08 Roja, Carril 23-24= Rosita, Carril 25-26= Alpha, Carril 27-28= Nortefia, y
M= Marcador de peso molecular Ladder 100.

Para tener la certeza de que no hubiese error tanto en el analisis molecular,
electroforético y de los geles en ambos casos se corrieron en poliacrilamida al 6 %
dos repeticiones de los productos de PCR realizados, observando exactamente el
mismo patrén electroforético en los genotipos evaluados. Asimismo, los genotipos

repetidos en ambas localidades se corrieron por separado obteniendo resultados
similares.
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Fig. 9. Amplificacidon mediante la técnica de RAPD, utilizando el par de iniciadores
23/30 y diferentes materiales de papa procedentes del Estado de México,
Carril 1-2= Marciana, Carril 3-4= Montserrat, Carril 5-6= Granola, Carril 7-8=
Zafiro, Carril 8-10= Lady Rosetta, Carril 11-12= 4 — 11, Carril 13-14= Gigant,
Carril 15-16= Malinche, Carril 17-18= Michoacan, Carril 19-20= Lupita, Carril
21-22= 67-60-08 Roja, Carril 23-24= Rosita, Carril 25-26= Alpha, Carril 27-
28= Nortefia y M= Marcador de peso molecular Ladder 100.

4.6.- Estandarizacion de la técnica de SSR o Microsatélites

Para los SSR o microsatélites se utilizaron los iniciadores M1 al M6, reportados
por Ashkenazi, et al. (2000) y M7 al M12 utilizados por Ghislain et al. (2000)
(Cuadro 3). Estos fueron seleccionados entre otras caracteristicas por el nimero
de genctipos que diferencian y al tamafio de fragmento que amplifican (Cuadro 4).
Se corrieron tres reacciones de PCR para cada uno de los 15 genotipos

evaluados.

En la prueba para estandarizar la concentracion de DNA a utilizar en las
reacciones de PCR se determindé que 50 ng de DNA es dptimo para llevar a cabo
reacciones de PCR (Fig. 10). El par de iniciadores utilizados en las reacciones
iniciales de PCR fueron M7F/M8R.
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Fig. 10. Fragmentos amplificados en la técnica SSR con la linea avanzada 91-9-
3, utilzando el par de iniciadores M7F/M8R.- Carril M= Marcador de
Peso Molecular Ladder 100, Carril 1= 10 ng de DNA, Carril 2= 20 ng de
DNA, Carril 3= 30 ng de DNA y Carril 4= 50 ng de DNA

En virtud de que con las condiciones reportadas por Ashkenazi et al. (2000),
no se obtenian amplificaciones claras en las reacciones de PCR, se realizd una

modificacion incrementando de 30 a 35 el nidmero de ciclos de la reaccion.

Las primeras reacciones de PCR fueron fraccionadas en geles de
poliacrilamida al 6 %, se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron bajo uz

ultravioleta y finalmente fotografiadas para su andlisis.

La sensibilidad de deteccion de los fragmentos amplificados en las PCR fue
baja cuando los geles fueron tefidos con bromuro de etidio (Fig. 11). Con la
finalidad de reducir este problema, los geles fueron lavados para eliminar el
bromuro de etidio y posteriormente se tifieron con nitrato de platal 0.2 %,
incrementandose notablemente la sensibilidad de deteccion, lo que permitid
diferenciar los materiales utilizados en el estudio (Fig. 12), aun asi, fue necesario
incrementar la molaridad de los iniciadores hasta 0.5 mM obteniendo finalmente

amplificaciones mayores. .
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M 12 345 6 738 M 9 101112 13 14 15

Fig. 11. Productos de amplificacion de la PCR para microsatélites en 15
materiales de papa Solanum tuberosum L. procedentes de Coahuila,
utitizando los iniciadores M7F/M8R. Gel tefiido con bromuro de etidio.
Carril M= Marcador de peso molecular Ladder 100, Carril 1= Linea
91-9-3, Carril 2= Gigant, Carril 3= Atlantic, Carril 4= Linea 91-12-2,
Carril 5= Alpha, Carril 6= Linea 91-10-1, Carril 7= Linea 91-25-1, Carril
8= Linea 72-00-88, Carril 9= Montserrat, Carril 10= Fiana, Carril 11=
Nortefia, Carril 12= Zafiro, Carril 13= Linea 57-50-12, Carril 14= Linea

72-00-45, Carril 15= Malinche.

M1 2 3 45 6 7 8 M 910 11121314 15

Fig 12. Productos de amplificacion de la PCR para microsatélites en 15
materiales de papa Solanum tuberosum L., procedentes de Coahuila,
utilizando los iniciadores M7F/IM8R. Geles teriidos con Nitrato de Plata.
Carril M= Marcador de peso molecular Ladder 100, Carril 1= Linea 91—
9-3, Carril 2= Gigant, Carril 3= Atlantic, Carril 4= Linea 91-12-2, Carril
5= Alpha, Carril 6= Linea 91-10-1, Carril 7= Linea 91-25-1, Carril 8=
Linea 72-00-88. Carril 9= Montserrat, Carril 10= Fiana, Carril 11=
Nortedia, Carril 12= Zafiro, Carril 13= Linea 57-50-12, Cairril 14= Linea

72-00-45, Carril 15= Malinche.
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41.- Caracterizacion del germoplasma procedente de Coahuila mediante la

técnica SSR
Con base en los resultados anteriores, las condiciones de reaccién propuestas por
Ashkenazi et al. (2000) fueron modificadas, evaluandose las condiciones

propuestas por Ghislain et al. (2000).

Como se puede observar en la Figura 13, al utilizar en las PCR los
iniciadores M1F/M2R y cambiar las condiciones de las reacciones, se pudieron
obtener amplificaciones que permiten diferenciar los materiales evaluados

Después de finalizar Ié estandarizacién de la técnica de microsatélites se
realizd el analisis de los materiales procedentes de Coahuila. Con el par de
iniciadores M1F/M2R se diferenciaron claramente los genotipos evaluados (Fig.
13). Cuando se utilizé el par de iniciadores M3F/M4R los resuitados fueron

similares (Fig. 14).

1.2 3 4. 5 6 7 8 M 9 10 11 12 13 14 15 M

Fig. 13. Amplificacion mediante la técnica de SSR utilizando el par de
Iniciadores M1F/M2R y DNA de 15 genotipos de papa procedentes de
Coahuila. Carril 1= 91-93, Carril 2= Gigant, Carril 3= Atlantic, Carril
4= 91-12-2, Carril 5= Alfa, Carril 6= 91-10-1, Carril 7= 91-25-1, Carril
8= 72-00-88, Carril 9= Montserrat, Carril 10= Fiana, Carrii 11=
Nortefia, Carril 12= Zafiro, Carril 13= 57-50-12, Carril 14= Atzimba,
Carril 15= Malinche y M= Marcador de peso molecular Ladder 100.
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En general los resultados mas consistentes se obtuvieron utilizando los
pares de iniciadores M1F/M2R, M3F/MAR, MOF/M10R y M11F/M12R en la
caracterizacion de los 15 genotipos procedentes de Coahuila mediante la técnica

de SSR,

48.- Caracterizacién del germoplasma procedente del Estado de México
mediante |a técnica de SSR o Microsatélites

Con relacion al germoplasma procedente del Estado de México, la técnica permitié
dferenciar los 16 materiales de papa evaluados con los mas eficientes pares de
iniciadores  utilizados en el germoplasma de Coahuila (M1F/M2R, M3F/M4R,
MOF/10R y M11F/M12R). En general los ensayos SSR produjeron un total de 49
fragmentos (12.25 en promedio), donde se observé que 41 fragmentos (83.67 %)
fueron polimérficos. El tamanio de los fragmentos amplificados fue de 150 a 850
pares de bases, aunque se observaron fragmentos de mayor y menor peso
molecular (Fig. 14 y 15). Asimismo, en la estandarizacién y modificacién del
protocolo se pudieron diferenciar los productos de PCR para microsatélites tifiendo
los geles con bromuro de etidio y nitrato de plata. En este caso en la
electroforesis se adicionaron los productos de PCR de dos repeticiones con la
finelidad de comparar los andlisis del mismo genotipo vy verificar su patron de

bandas. En la Figura 14 solo se incluye la comparacion de 14 genotipos.

Los fragmentos obtenidos en las reacciones de PCR utilizando los
niciadores MSF/M6R y M7F/M8R se observaron con menor intensidad por tal
motivo se descartd este par de iniciadores en la caracterizacion del germoplasma.
Con los iniciadares M9/M10 se obtuvieron fragmentos de alrededor de 300 pb y
bandas mas acentuadas, lo que hizo dificil su observaciéon y separacion entre
fragmentos que tuvieron un peso molecular muy similar. Sin embargo, con
algunas reducciones en la carga del producto de PCR se logré separar los

fragmentos y se pudieron diferenciar correctamente.
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1234 56 7 8 91011 121314 M

Fig. 14. Amplificacion mediante la técnica de SSR utilizando el par de Iniciadores
M1F/M2R y dos muestras de DNA de 14 genotipos de papa procedentes
del Estado de México: Carril 1-2= Marciana, Carril 3-4= Montserrat, Carril
5-6= Granola, Carril 7-8= Zafiro, Carril 9-10= Lady Rosetta, Carril 11-12=
4 — 11, Carril 13-14= Gigant, Carril 15-16= Malinche, Carril 17-18=
Michoacan, Carril 19-20= Lupita, Carril 21-22= 67-60-08 Roja, Carril 23-
24= Rosita, Carril 25-26= Alpha, Carril 27-28= Nortefia y M= Marcador de
peso molecular Ladder 100.

12 3 4 65 6 7 8 M. 9 10 11 12 13 14 1§ M

Fig. 15. Amplificacién mediante la técnica de SSR utilizando el par de
Iniciadores M3F/M4R y DNA de 15 genotipos de papa
procedentes del Estado de México. Carril 1= Marciana, Carril 2=
Montserrat, Carril 3= Granola, Carril 4= Zafiro, Carril 5= Lady
Rosetta, Carril 6= 4 — 11, Carril 7= Gigant, Carril 8= Malinche,
Carril 9= Michoacan, Carril 10= Lupita, Carril 11= 67-60-08 Roja,
Carril 12= Rosita, Carril 13= Alpha, Carril 14= Norteria Carril 15=
Nau 6 y M= Marcador de peso molecular Ladder 100. Gel de
poliacrilamida al 6 % y tefido con Nitrato de plata.
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En general se puede mencionar que los iniciadores seleccionados y
utilizados en la técnica de microsatélites para diferenciar los 25 materiales
evaluados funcionaron y pueden utilizarse para caracterizar molecularmente los
diferentes genotipos de papa que se cultiven en el pais asi como las lineas
avanzadas de los programas de mejoramiento del INIFAP.

1 2 3 4 586 7 8 9810 1112 M

Fig. 16. Comparacion de las variedades cultivadas en las localidades de
Coahuila y el Estado de México, utilizando el par de Iniciadores
M1F/M2R: Carril 1 y 2= Montserrat, Carril 3 y 4= Zafiro, Carril 5 y
6 = Gigant, Carril 7 y 8= Malinche, Carril 9 y 10= Alpha, Carril 11 y
12= Norteha, y M= Marcador de peso molecular Ladder 100.

Se compararon los materiales repetidos en ambas localidades,
obteniéndose exactamente los mismos resultados por genotipo (Figura 16),
situacion que indica que las condiciones ambientales no tienen efecto sobre el
componente genético de los genotipos.

49.- Comparacion de la respuesta al dafio causado por fitoplasmas en
campo y su relacion con los analisis moleculares

4.9.1.- Pardeamiento de tubérculos

Los valores de Severidad del Pardeamiento de Tubérculos (SPT) fueron obtenidos
en el campo experimental Valle de México y fueron utilizados para comparar el
comportamiento de los genotipos al dafio causado por fitoplasmas en campo con
los resultados del analisis molecular. De tal manera que se distinguieron tres
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patrones de comportamiento de la SPT: a) las variedades Nau - 6, Alpha y Gigant
presentaron una distribucién de frecuencias ubicadas en el rango de leve a leve-
moderado de la escala de severidad, con una SPT media de 3.15, 3.45, y 3.56,
respectivamente; b) las variedades Granola, Michoacan, Rosita, Lupita, Malinche,
Sancal y Zafiro presentaron una SPT media de 5.81, 5.89, 5.81, 5.96, 5.90, 5.90 y
5.9 respectivamente; c¢) las variedades Marciana, Moniserrat y Norteria,
presentaron una SPT media de 5.90, §.91 y 6.09 respectivamente; este grupo se
caracterizé por tener mas del 90% de sus tubérculos con un nivel de pardeamiento
de moderado-fuerte a fuerte (6 a 7 en la escala). Las diferencias en las
distribuciones de frecuencias entre grupos fueron relativamente contrastantes,
stlo el rango de valores y los extremos de severidad (minimo y maximo) de los
tubérculos del primer grupo (1 y 5, respectivamente) fueron claramente distinfos a
los ofros dos grupos, cuya distribucién fue mas estrecha y con valores extremos (4
y7) mas altos y cercanas entre si.

410.- Relaciones genéticas entre los genotipos procedentes de Coahuila

Las relaciones genéticas entre genotipos para cada sistema de marcador fueron
calculadas utilizando la matriz de distancia propuestas por Nei y Li (1978). Los
dendrogramas de cada sistema de marcadores muestran diferencias en la forma
de agrupamiento de los diferentes genotipos (Fig. 17 y 18). En el primer caso,
RAPD forma dos grupos diferenciales de genctipos; €l primero es un grupo
homogéneo donde se incluyen las variedades Atlantic, Gigant y Alpha, ademés de
las lineas avanzadas 91-9-3, 91-10-1, 91-254 y 91-12-2. El otro grupo fue
heterogéneo y se formé con las variedades Montserrat, Nortefia, Fiana, Zafiro y
las lineas 72-00-45 y 57-50-12; ademas a este grupo se adicioné la linea 72-00-
88, siendo |la variedad Malinche el genotipo mas divergente.
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Fig. 17. Relaciones genéticas entre 15 genotipos de papa (Sofanum
tuberosum L.), procedentes de Coahuila. Resuitado del
analisis RAPD y la similaridad genética de Nei y Li (1979).

Por otra parte la técnica SSR form¢é seis grupos (Fig. 18), donde destaca la

separacion de la linea 72-00-88 que proviene de Argentina. También se observo

que las variedades Nartefia, Montserrat, y Fiana y los genotipos 72-00-88 y 57-50-

12, permanecieron estrechamente relacionadas bajo los dos sistemas de

marcadores, aln cuando no fue en el mismo orden.

Se observé una mayor divergencia entre genotipos en el dendrograma
generado por los SSR debido probablemente a un menor numero de ensayos, ya

que no hubo diferencias estadisticas en el numero de fragmentos amplificados. Lo

anterior también se reflejé en los bajos intervalos de confianza Felsenstein para

los SSR en comparacién con RAPD.
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Fig. 18. Relaciones genéticas entre 15 genotipos de papa (Solanum
tuberosum L.), procedentes de Coahuila. Resultado del
analisis SSR y la similaridad genética de Neiy Li (1979).

411- Relaciones genéticas entre los genotipos procedentes del Estado de
México

El andlisis de las relaciones genéticas entre el germoplasma procedente del
Estado de México se realizé utilizando la matriz de datos de ambas técnicas.
Debido al poco numero de ensayos realizados, se usaron los iniciadores o par de
riciadores que mayor numero de fragmentos amplificaron, de manera tal, que en
¢l dendrograma obtenido con la combinacidn de los dos sistemas de marcadores

mostrd diferencias en la forma de agrupamiento de los distintos genotipos (Fig.
19).

Se formaron seis grupos diferenciales de genotipos. El primero es un grupo
homogéneo donde se ubicaron las variedades Sancal y Nau 6; el segundo grupo
& muy heterogéneo y sobresale la variedad Montserrat en un solo subgrupo. El
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tercer grupo es heterogéneo y se formé con dos subgrupos: en el primer subgrupo
sstan Alpha, Michoacan y Lupita y en el otro se encuentran Malinche y Nortefia.
Con base en los grupos formados y en las genealogias de los genotipos
evaluadas, se determiné que los materiales con distancias genéticas muy
teicanas son las variedades Montserrat y Marciana que tienen una distancia
genética de 0.05 las cuales a su vez fueron los genotipos mas divergentes del

resto de los materiales evaluados (Fig. 19).
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Fig. 19. Relaciones genéticas entre 16 genotipos de papa (Sofanum
tuberosum L.), procedentes del Estado de México. Resultado
del andlisis combinando datos RAPD y SSR y la similaridad
genética de Neiy Li (1979).

412.- Comparacién de la utilidad de los Marcadores en el germoplasma
procedente de Coahuila

Con el fin de estimar la utilidad de cada sistema de marcadores, se calcularon
dgunos parametros reportados por Powell et al. (1996 a), como el indice de
dversidad (ID), ta proporcion multiple efectiva (EMR) y el indice de marcador (IM),
(Cuadro 6). Los altos o bajos niveles de polimorfismo determinan el nivel 1D
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genética presente en un grupo de individuos, en este caso se observo un buen
nivel de diversidad en los genotipos evaluados tanto para RAPD como para SSR
(46.7 y 42,9 % respectivamente). En el Cuadro 6 también se muestran las medias
aritméticas para la EMR de cada sistema de marcadores. El promedio de EMR en
RAPD fue de 9.47, mientras que para los SSR fue de 1, lo cual fue debido a que
este sistema de marcador sélo revela un simple focus. En cuanto al indice de
marcador fue de 4.49 y 0.85 para RAPD y SSR respectivamente.

Cuadro 6. Numero de productos obtenidos por sistema de marcador, nimero de
productos polimérficos, Indice de Diversidad (ID), Proporcién Maltiple
Efectiva (EMR) e indice de Marcador (IM) en promedio de todos los

€ensayos.
Total de Promedio de

Totalde # Total de % de Prod. Media
Técnica Prod. Prod. por EMR |IM

andlisis ~ Productos ) Polimérficos ID

Poiim. Ensayo

RAPD 25 395 296 14.42 70.94 467 947 449
SSR 6 79 70 13.17 88.61 429 1 0.85

413.- Comparacién de la utilidad de los Marcadores en el germoplasma
procedente del Estado de México

En este caso se observd un nivel de diversidad en los genotipos evaluados tanto
para RAPD como para SSR (44.7 y 62.7 % respectivamente). En el Cuadro 8, se
muestra un resumen de las medias aritméticas para la EMR de cada sistema de
marcadores. El promedio de EMR en RAPD fue de 6.32, mientras que para los
SSR fue de 1, lo cual fue debido a que este sistema de marcador sélo revela un
simple locus. En cuanto al indice de marcador fue de 2.91 y 0.627 para RAPD y
SSR, respectivamente.
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414.- Comparacién de la utilidad de los marcadores con el analisis de la
respuesta al dafio causado por fitoplasmas y su relacion con los andlisis
moleculares

En este caso se observé un nivel de diversidad en los genotipos evaluados tanto
para RAPD como para SSR del 79.2 %; se realizaron seis ensayos dos RAPD y
cuatro SSR, se observo un 39 % de productos polimorfitos en RAPD y 48 % en
SSR; el indice de marcador fue superior en RAPD debido a que formé mayor
niimero de fragmentos por ensayo datos que se resumen en el Cuadro 9.

Cuadro 7. Numero de productos obtenidos por sistema de marcador, numero de
productos polimérficos, indice de Diversidad (ID), Proporcion Multiple
Efectiva (EMR) e indice de Marcador (IM) en promedio de los ensayos

realizados.
: Total de Promedio de
Total de  # Total de % de Prod. Media
Técnica i Prod. Prod. por EMR IM
andlisis  Productes ) Polim. ID
Polim. Ensayo
RAPD 2 26 18 9.0 €9.23 0447 632 291

SSR 4 49 41 12.25 83.67 0627 1 0627

Cuadro 8. Numero de productos amplificados por sistema de marcador, nimero de
productos polimérficos, Indice de Diversidad, Proporcién Multiple
Efectiva e Indice de Marcador en promedio de todos los ensayos.

Promedioc de Productes

o Totalde  Productos Productos } Media
Técnica ) , Prod. por  Polimarficos EMR IM
ensayos Amplif. Polim. ID
Ensayo (%)

RAPD 2 40 39 20.0 97 7918 19.02 15.05
SSR 4 49 48 16.3 98 7918 1 0.82

D = Indice de Diversidad

EMR = Proporcion Multiple Efectiva

M = Indice de Marcador
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Con la matriz de datos obtenidos de los 25 genotipos, se realizé un analisis
de componentes principales (Fig. 20 y 21) para comparar el comportamiento de
los materiales en campo al pardeamiento del tubérculo con el analisis molecular.
Se formaron dos grupos diferentes, se observd claramente la dispersion de los
genotipos evaluados, se logré diferenciar los genotipos por su origen (Fig. 20) y
por la severidad de dafio mostrado. Uno de los grupos se subdividié y en un
subgrupo donde se encontraron los materiales que mostraron altos niveles de
dafio de pardeamiento del tubérculo mismos que fueron Montserrat, Nortefia,
Atzimba, Fiana, Zafiro y Malinche con las lineas 57-50-12, 91-10-1 y 91-25-4; en el
otro lado los materiales que presentaron menor dafio (Alpha, Atlantic, Gigant y las
lineas avanzadas 91-12-2, 72-00-88 y 91-9-3). En el otro grupo las variedades
Nau 6 y Sancal, se separaron del grupo de genotipos con alto nivel de dafo, de
los dos materiales indicados anteriormente Nau 6 fue la que presentd el mas bajo
nivel de dafio por pardeamiento.
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Fig. 20. Relaciones genéticas entre 25 genotipos de Solanum
tuberosum L., procedentes de Coahuila y del Estado de
México resultado del analisis combinando los resultados
RAPD y SSR vy la similaridad genética de Nei y Li (1979).
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Fig. 20. Dispersion de 25 genotipos de papa con base en el analisis de
componentes principales de datos RAPD y SSR.
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V.- DISCUSION

En afos recientes, los esfuerzos en la investigacién han sido enfocados a la
caracterizacién del germoplasma y el establecimiento de las relaciones genéticas
entre colectas, con el fin de hacer un uso y conservacidon mas eficiente. El
desarrollo de tecnologias basadas en el DNA ha permitido contar con un mayor
nimero de marcadores como los RFLP y los basados en la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) (Milbourne et al., 1997). Aunqgue ha sido reportado que
los marcadores RAPD tienen como desventaja no ser reproducibles entre
laboratorios (Demeke ef al, 1993), en este trabajo se utilizaron tres plantas
distintas por variedad y se corrieron tres ensayos diferentes en forma simultanea
obteniendo resultados idénticos, lo que asegura una reproduccion de los
resultados y que el manejo de los genotipos fue el adecuado ya que no se detectéd
variacion dentro de la misma variedad; estos resultados son similares a los
reportados por Obara-Okeyo y Kako (1998) quienes mencionaron que sus
aplicaciones fueron generalmente reproducibles y los ejemplos de sus
aplicaciones exitosas en el método RAPD son muy conocidos. Asimismo se
corrobora que los microsatélites tienen la ventaja de ser ampliamente
reproducibles de facil uso e implementacion (Ghislain ef al., 2000; Kochieva, 2000;
Provan 1996 a), ya que pueden detectar altos niveles de polimorfismo en Sofanum
tuberosum, por lo que pueden ser usados coma una herramienta para detectar
diferencias genéticas aun entre colectas relativamente cercanas (Ashkenazi et al.,
2000; Raker y Spooner 2002).

Con respecto a las relaciones genéticas observadas en los dendrogramas
para cada sistema de marcador, la correlacién fue baja (r = 0.56), ya que en
ambas técnicas las variedades Nortefia, Montserrat, Fiana, 72-0045 y 57-50-12,
permanecieron estrechamente relacionadas bajo los dos sistemas de marcadores
aun cuando no fue en el mismo orden, al igual que los genotipos 91-12-2, 91-10-1
y 91-25-4, En la técnica de SSR se logré6 una mejor discriminacion entre
genotipos ya que la linea 72-00-88 procedente de Argentina fue la mas divergente;

58



Fermin Orona Castro/2004

situacion que coincide con resultados obtenidos por varios investigadores
(Ashkenazi, et al., 2000; Milbourne et al., 1997; Powell ef al., 1996 a y c; Raker y
Spooner, 2002), quienes mencionan que esta técnica es muy eficiente en este tipo
de investigaciones, debido a que es capaz de identificar variacion en sitios
determinados. Por otra parte, el hecho de que la variedad Malinche se desligue
de los dos grupos generados en RAPD puede ser un indicador de que existe
variabilidad genética que puede ser explotada en programas de cruzamiento
donde se incluya esta variedad como progenitor. Las técnicas de SSR y
polimorfismo del DNA amplificado al azar (RAPD) utilizadas en esta investigacion
diferenciaron los 25 genotipos evaluados y permitieron establecer las relaciones
genéticas entre variedades (Cuadros 6, 7, y 8; Fig. 17, 18, 19y 20). La similaridad
genética estimada por la huella genética, es una herramienta util en los programas
de mejoramiento genético de papa ya que puede permitir la toma de decisiones en
la seleccion de genotipos para ser usados en los programas de mejoramiento
(Kochieva, 2000; Ghislain ef al., 2000; Milbourne ef al., 1997). También puede ser
util para proteger los derechos de propiedad del germoplasma liberado, asi como
en la produccidn y verificacion de la pureza genética de semilla (Kochieva, 2000;
Obara-Okeyo y Kako, 1998).

En este estudio el agrupamiento de unidades de distancias minimas vy
promedios aritméticos propuesto par Nei y Li (1879), permitieron distinguir las
diferencias genéticas existentes entre los 25 genotipos, lo que concuerda con los
resultados obtenidos por Miller y Spooner (1999) quienes encontraron altos niveles
de polimorfismo utilizando la técnica de microsatélites en Solanum fuberosum,
también mencionan que los microsatélites pueden ser una herramienta util para
detectar diferencias genéticas entre variedades cercanamente relacionadas. Por
otra parte, con base en lo antes citado, el desarrollo de microsatélites en Solanum
fuberosum analizada con el modelo propuesto por Nei y Li (1979), soportan las
diferencias genéticas de la mayoria de los genotipos, como ha sucedido en otros

estudios (Raker y Spooner 2002) quienes evaluando variedades cultivadas de
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papa Chilenas y Andinas mediante microsatélites encontraron diferencias

genéticas entre ellas, situacion similar a lo encontrado en este estudio.

La diversidad genética evaluada a través de los andlisis RAPD y SSR en
papa mostraron un porcentaje muy similar (46 y 42%) en el germoplasma
procedente de Coahuila, y (44.7 y 62.7%) en el germoplasma procedente del
Estado de México (Cuadros 6 y 7), lo que puede ser un reflejo en la forma de
variacion observada por cada sistema de marcador, misma situacion observada en
soya por Powell ef al,, (1996 a). Mientras que para la Proporcion Multiple Efectiva
(EMR) los marcadores RAPD, presentaron valores mas altos que los SSR (9.4,
6.32 y 1, 1) para las dos localidades de origen, lo cual se considera normal debido
a que se asume que SSR unicamente revela un solo locus, mientras que en ¢l
caso de los RAPD se asumi6 que cada banda pertenece a un locus distinto dada
la naturaleza dominante de la técnica que al unirse en forma aleatoria al genoma
ocupa un focus individual (Milbourne et al., 1997). Por otra parte, si se considera
que la papa es una especie tetraploide (Milbourne ef al., 1997; Miller y Spooner,
1989; Provan ef al, 1998), entonces se puede asumir que un /ocus o alelo podria
existir en cuatro formas distintas, por lo tanto es contradictorio que en los analisis
SSR se mencione que solo se esta amplificando un solo locus. Por lo tanto el
valor de 1 asignado en EMR para SSR incide en bajos valores de indice de
marcador (IM) para los SSR, aun cuando pueden ser usados algunas
combinaciones de oligonucleétidos iniciadores gue pueden revelar mas de un
locus (Milbourne et al., 1997; Powell et al., 1996 c).

Con respecto a la relacion de la respuesta al dafo causado por fitoplasmas
en campo basados en la informacion generada en el campo experimental Valle de
México y la matriz de datos generada con las técnicas moleculares y utilizando el
andlisis de disimilaridad genética propuesto por Nei y Li (1979), se generd un
dendograma (Fig. 20), donde en primer lugar se diferenciaron los genoctipos en
base a su origen geografico {Coahuila y Estado de México), resultados similares a
los obtenidos por Raker y Spooner (2002) quienes diferenciaron germoplasma de
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procedencia Chilena y Andina; también se discriminaron los genotipos gue
presentaron valores bajos de pardeamiento del tubérculo, como es el caso de las
variedades Gigant, Atlantic, Alpha y las lineas avanzadas 91-9-3, 91-12-2 y 72-00-
88, esta Ultima procedente de Argentina. Las variedades Nau 6 y Sancal,
formaron un grupo diferente del anterior y mostraron valores diferenciales, Nau 6
presentd el valor mas bajo de incidencia de pardeamiento. Sancal mostré un valor
alto, lo cual se puede explicar por el hecho de que algin gen le confiere cierta
tolerancia. Asimismo el analisis molecular agrupé los genotipos con valores altos
de pardeamiento en dos grupos, esta caracteristica también se observa en el
gréafico tridimensional del analisis de componentes principales realizado, por una
parte estdn los genotipos con valores bajos de pardeamiento y por otra parte
aquellos genotipos con valores aitos de pardeamiento (Fig. 21), Se observa que la
variedad Malinche esta en un punto intermedio entre genotipos, lo cual es un
indicador de que este material puede tener cierta tolerancia a este dafio. Los
resultados obtenidos pueden ser de gran ayuda en los programas de
mejoramiento genético con énfasis en la blisqueda de genotipos tolerantes al dafio
por fitoplasmas, resultados similares a los reportados por Kochieva (2000) quien
utilizando |a técnica RAPD para la obtencion de marcadores moleculares en papa
y tomate logré obtener su huella genética y reporta que con este tipo de estudios
se pueden complementar las técnicas tradicionales de mejoramiento genético de
plantas y se pueden realizar programas de cruzamientos, proteger los derechos de
autor y acelerar los programas de mejoramiento; por otra parte, corroboramos la
consistencia de los resultados obtenidos en campo con los resultados de los

analisis moleculares.

Con respecto al analisis de muestreo con reemplazo en el germoplasma
procedente de Coahuila, los resultados obtenidos fueron consistentes debido al
gran numero de iniciadores utilizados y por ende al mayor nimero de analisis
realizados, lo cual indica que aun y se haga uno o varios analisis los resultados
seran el reflejo de la poblacion y no un simple agrupamiento aleatorio, por lo tanto
estos resultados soy altamente confiables (Felsenstein, 1989).
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En el analisis de muestreo con reemplazo realizado para los genotipos
procedentes del Estado de México solamente de observan cinco grupos con
valores superiores al 30 % (Felsenstein, 1985), lo cual indica que de cada 1000
muestreos tomados al azar esos valores son altamente confiables, lo anterior se
explica por el hecho de que fueron pocos analisis y en consecuencia poca
informacion, por lo tanto es necesaria la realizacion de un mayor nimero de
andlisis o analizar los genotipos con mayor nimero de iniciadores o combinacion
de iniciadores, pues en ese caso solo se usaron cinco pares de iniciadores y uno
individual (Ashkenazi, et af., 2000; Baird ef al., 1992; Provan ef al., 1996).

Ademas de los datos antes citados, es importante considerar un amplio
rango de caracteres para decidir que técnica se debe utilizar de acuerdo a las
necesidades y propoésitos de estudio. El costo econdmico de las diferentes
técnicas juega un papel importante en la eleccion del sistema a utilizar. Para el
caso de RAPD, se han reportado costos de 2310 délares para la diferenciacion de
100 genotipos, utilizando 100 iniciadores, lo cual es un costo aproximado de 23.1
dolares por genotipo identificado (Ragot y Hoisington, 1993). En el presente
estudio fue alrededor de 28.5 ddlares por genotipo identificado, comparando |los
costos es l6gico que resultasen superiores pues desde su reporte a la fecha los
costos en reactivos quimicos y material de laboratorio se ha incrementado,
situacién que los hace superiores a lo reportado en la literatura. El costo estimado
para los andlisis SSR fue de 36 doélares por genotipo evaluado, en relacién a lo
anterior |a literatura citada no involucré informacion referente a costos en SSR, por
lo tanto se realizo la estimacion y ésta se incrementa por el hecho que los
iniciadores son mas costosos, también los analisis SSR tienden a incrementarse
cuando se desconoce la secuencia de los microsatélites y por lo tanto es
necesario realizar clonacion y secuenciacion del DNA para poder identificar las

secuencias microsatélites.
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VI.- CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, se corroboré la hipotesis planteada, lo

cual nos permitié establecer las siguientes conclusiones:

1. Se optimizé el métode de extraccién del DNA a partir de muestras de

papa.

2. Se realizo la optimizacién de la técnica de RAPD para la

caracterizacion del germoplasma de papa.

3. Los iniciadores 2, 6, 18, 20, 23, 31, 33, 35 y 37 asi como las
combinaciones 6/10, 21/28, 23/30, 31/33, 31/35 y 35/37 utilizados en
la técnica de RAPD permitieron diferenciar los 25 genotipos de papa

evaluados.

4. Se realizé la optimizacién de la técnica de SSR o microsatélites para
la caracterizacion del germoplasma de papa.

9. Los pares de iniciadores M1F/M2R, M3F/M4R, M9F/M10R 'y
M11F/M12R utilizados en la técnica de SSR permitieron diferenciar a

los 25 genotipos de papa evaluados.

6. Se obtuvo reproducibilidad de los resultados, lo que permite
recomendar las condiciones descritas en este trabajo para estudios
de caracterizacion molecular de un mayor nimero de material
genético de papa con estas dos técnicas

7. Se corroboraron los resultados observados en campo con relacién a

la respuesta de los genotipos al pardeamiendo del tubérculo
utilizando los analisis moleculares.
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8. Los genotipos Alpha, Gigant y Nau 6 mostraron indices bajos de
dano por pardeamiento y Marciana, Montserrat, Nortefia y Granola
maostraron los mayores indices de dafo.

9. Se identificaron marcadores moleculares RAPD y SSR posiblemente

asociados con la tolerancia y susceptibilidad al dafio causado por

fitoplasmas
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PERSPECTIVAS

Con base en las conclusiones obtenidas en este trabajo a futuro se pueden
realizar purificacién de DNA, clonacidn y secuenciacion para la obtencion de
iniciadores especificos para identificar alguna variedad, como en el caso de
Atlantic que con el iniciador 31 genera un fragmento Unico que a la vez puede
estar asociado con la respuesta a alguna caracteristica de interés en particular
como lo puede ser mayor produccion, calidad del tubérculo, precocidad, etc., y
que puede ser aprovechado en programas de mejoramiento genético.

65



Fermin Orona Castro/2004

LITERATURA CITADA

Akkaya, M.S., Bhagwat, A.A., and Cregan, P.B. 1992. Lenght polymorphisms of
simple sequence repeat DNA in soybean. Genetics 132: 1131-1139.

Almeyda-Leon, |I. H., Rocha, P.M.A., Pifia, R.J., and Martinez, S.J.P. 2001. The
use of polymerase chain reaction and molecular hybridization for
detection of phytoplasmas in different plant species in Mexico. Revista
Mexicana de Fitopatologia 19: 1 — 9.

Ashkenazi, V., Chani, E., Lavi, U., Levy, D., Hillel J., and Veilleux, R.E. 2000.
Deveiopment of microsatellite markers in potato and their use in
phylogenetic and fingerprinting analysis. Genome 44:50-62.

Ayliffe, AM., Lawrence, G.l., Eliis, J.G., and Pryor, AJ. 1994. Heteroduplex
molecules formed between allelic sequences cause nonparental RAPD
bands. Nucleic Acids Research 22; 1632—-1636.

Baez, P.M. 1983, "La papa (Solanum tuberosum L.)". Monografia. UAAAN,
Buenavista, Saltillo, México.

Baird, E., Cooper-Bland, S., Waugh, R., De Maine, M., and Powell, W. 1992.
Molecular characterization of inter-specific and intra-specific somatic
hybrids of potato using randomly amplified polymorphic DNA (RAPD)
markers. Molecular General Genetics 233: 469-475.

Becerra, V.V., and Paredes, C.M. 2000. Uso de marcadores bioquimicos y
moleculares en estudios de diversidad genética. Agricultura Técnica
(Chile) 80 (3): 270-281.

Berloo, R. 2000. Use of molecular markers in plant breeding. Landbouwuniversiteit
Wageningen, The Netherlands.

Bidochka, M.J., McDonald, M.A., St Leger, R.J., and Roberts, D.W. 1994.
Differentiation of species and strains of entomopathogenic fungi by
random amplification of polymorphic DNA (RAPD). Current Genetics 25:

107-113.

66



Fermin Orona Castro/2004

Bowcock, A.M. Ruiz. L. A., Tomfohrde, J., Minch, E., Kidd, J.R., and Cavalii, S.
1994. High resolution of human evolutionary trees with polymorphic
microsatellites, Nature 368: 455-457.

Broun, P., and Tanksley, S.D. 1996. Characterization and genetic mapping of
simple repeats sequences in the tomato genome. Molecular General
Genetics 250: 39-49.

Bruford, M.W., and Wayne, R.K. 1993. Microsatellites and their application to
population genetic studies. Curr. Qpin. Genet. Develop. 3: 939-943.

Bryan, G., De Jong, W., Provan, J., Milbourne, D., McNicoll, J., Davidson, J.,
Ramsay, G., and Waugh, R. 1999. Potato genomics: a general strategy
for the molecular genetic characterization of Solanum germplasm.
Breeding and Genetics pp 101-104.

Cadena-Hinojosa, M.A., Guzman, P. R,, Diaz, V.M., Zavala, Q. T.E., Quintana, O.,
Magaia, T.S., Aimeyda, L. I.H., Lépez, D.H., Antonio Rivera, P.A., y
Rubio, C.0O. 2003. Distribucién, Incidencia y Severidad del Pardeamiento
y la Brotacion Anormal en los Tubérculos de Papa (Solanum tuberosum
L.) en Valles Altos y Sierras de los Estados de México, Tlaxcala y el
Distrito Federal, México. Revista Mexicana de Fitopatologia 21: 248 -
259.

Carlson, J.E., Tulsieram, LK., Glubitz, J.C., Luk, V.WK., Kuffeldt, C., and
Tutledge, R. 1991. Segregation of random amplified DNA markers in F1
progeny of conifers. Theoretical and Applied Genetics 83. 194-200.

Carrasco, A., Ruiz de G. J. |., y Ritter, E. 1998. Caracterizacion morfoldgica,
cariotipica y molecular de tres somaclones de Sofanum tuberosum L.
obtenidos mediante cultivo de protoplastos. Invest. Agr. Prod. Prot. Veg.
Vol. 13 (3): 385-391.

Conduit, R., and Hubbel, S.P. 1991. Abundance and DNA sequence of two-base
repeat regions in tropical tree genomes. Genome 34: 66-71.

Demek, T., and Adams, R.P. 1994. The use of PCR-RAPD analysis implant
taxonomic and evolution. pp 179-214. [n: PCT Technology Current
Innovations. Ed. By Hugh G. Griffing and Annette M. Griffing, CRC Press.

67



Fermin Orona Casiro/2004

Demeke, T., Kawchuk, L.M, and Lynch, D.E. 1993. |dentification of potato cultivars
and clonal variants by random amplified polymorphic DNA analysis.
American Potato Journal 70: 561 — 570.

Echt, C.S., Erdahl, L.A., and McCoy, T.J. 1992. Genetic segregation of random
amplified polymorphic DNA in diploid cultivated alfalfa. Genome 35; 84-
87.

Edwards, K.J. 1998. Randomly amplified polymorphic DNAs (RAPD). In: Karp, A,
Isaac, P.G., and Ingram, D.S. (eds): Molecular Tools for Screening
Biodiversity. Chapman and Hall, Cambridge, Vol. 1: 171-175.

Fahima, T., Roder, M.S., Wendehake, V.M., Kirzhner, V.M., and Nevo, E. 2002,
Microsatellite polymorphism in natural populations of wild emmer wheat,
Triticum dicoccoides, in Israel. Theor Appl Genet 104: 117-29.

Felsenstein, J. 1985. Confidence limits on phylogenies: an approach using the
bootstrap. Evolution. 39:783-791.

Ferroni, M.A. 1981. El potencial de la papa como recurso alimenticio y como
fuente de ingreso. México-INIA-PRECODEPA. Publicacion Especial 30 p.

Francisco, L.V., Langston, A.A., Mellersh, C.S., Neal, C.L., and Ostrander, E.A.
1996. A class of highly polymarphic tetranucleotide repeats for canine
genetic mapping. Mammalian Genome 7: 359-362.

Ghislain, M., Rodriguez, F., Villamén, F., NUiez, J., Waugh, R., and Bonierbale, M.
2000. Establishment of microsatellite assays for potatc genetic
identification. CIP Program Report. 1999-2000. pp 167-174.

Giese, H., Holm-Jensen, A.G., Mathiassen, H., Kjaer, B., Rasmussen, S.K., Bay
H., and Jensen, J. 1994. Distribution of RAPD markers on linkage map of
barley. Hereditas 120:267-273.

Giovannoni, J.J., Wing, R.A., Ganal, MW., and Tanksley, S. 1991. Isolation of
molecular markers from specific chromosomal intervals using DNA pools
from existing mapping populations. Nucleic Acids Research 19: 6553—

6558.

68



Fermin Orona Castro/2004

Goldstein, D.B., Linares, A.R., Cavalli-Sforza, L.L., and Feldamn, M.W. 1995. An
evaluation of genetic distances for use with microsatellite loci. Genetics
139: 463-471.

Gonzalez Ch. M., y Simpson, J. 1997. Diversidad genética en hongos (origen y
analisis). pp. 4-23. En: Topicos Selectos de Fitopatologia: Genética
Molecular. Martinez S. J. P., y Martinez E. A .D. (ed.). CINVESTAV.
Unidad Irapuato. Guanajuato, México.

Gorg, R., Schachtschabel, U., Ritter, E., Salamini, F., and Gebhardt, C. 1992.
Discrimination among 136 tetraploid potato varieties by fingerprints using
highly polymorphic DNA markers. Crop Science. 32: 815-819.

Hallden, C., Hasem, M., Nilsson, N. O., Herjdin, A., and Sall, T. 1996. Competition
as a source of errors in RAPD analysis. Theoretical and Applied Genetics
93: 1185-1192.

Hamada, H., Petrino, M.G., and Kakunaga, T. 1982. A nével repeated element with
Z-DNA-forming potential is widely found in evolutionarily diverse
eukaryotic genomes, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6465-6469.

Hunt, G.J., and Page, R.E. 1992. Patterns of inheritance with RAPD molecular
markers reveal novel types of polymorphism in the honey bee.
Theoretical and Applied Genetics 85: 15-20.

Igloi, G.L. 1983. A silver stain for detection of a nanogram amounts of RNA
following two-dimensional electrophoresis. Annual Biochemistry. 134:
184-188.

IDIAP. 1983. Investigaciones en papa. Panama.

Kashi, Y., King, D., and Séller, M. 1997. Simple sequence repeats as a source of
gquantitative genetic variation. Trends Genetics 13:74-78

Kashi, Y., and Soéller, M. 1999. Functional roles of microsatellites and minisatellites.
In: Goldstein, D.B., Schldtterer C. (eds) Microsatellites: Evolution and
aplication. Oxford University Press. pp 10-23.

Kijas, J.M.H., Fowler, J.C.S., and Thomas, M.R. 1995. An evaluation of sequence
tagged microsatellite site markers for genetic analysis within Citrus and

related species. Genome 38: 349-355.

69



Fermin Orona Casiro/2004

King, D. G., and Sdller, M. 1999. Variation and fidelity: The evolution of simple
sequence repeats as functional elements in adjustable genes. In:
Wasser, S.P. (ed) Evolution theory and processes: modern perspectives.
Paper in honor of Eviatar Nevo. Kluwer, The Netherlands. pp 65-82.

King, D. G., Soller, M., and Kashi, Y. 1997. Evolutiionary turning knobs. Endeavor.
21: 36-40.

Kochieva, E.Z. 2000. Molecular markers of potato and tomato species and cultivars
Genome. N.|. Vavilov. Institute of General Genetics. Moscow, Russia. pp
14 — 23.

Khumar, S.M.P., Singh, R.A., and Kaley, D.M. 1988. Mycoplasma-associated
potaio diseases and their control in India. Pages 285-316 in Mycoplasma
Diseases of Crops: Basic and Applied Aspects, K. Maramorosch and S.P.
Raychaudhuri, eds. Springer-Verlag, NY. 456 pp.

Litt, M., and Lutty, J.A. 1989. A hypervariable microsatellite revealed by in vitro
amplification of a dinucleotide repeat within the cardiac muscle actin
gene. American Journal Human Genetic 44: 397-401.

Lodhi, M.A., Daly, MJ., Ye, G.N.,, Weeden, N.F.,, and Reisch, B.l. 1995. A
molecular marker based linkage map of Vitis. Genome. 38; 786-794.

Mailer, R.J., Scarth, R., and Fristensky, B. 1994. Discrimination among cultivars of
rapeseed (Brassica napus L) using DNA polymorphisms amplified from
arbitrary primers. Theoretical and Applied Genetics 87: 697-704.

Martin, G.B., Williams, J. G K., and Tanksley, S.D. 1991. Rapid identification of
markers linked to a Pseudomonas resistance gene in tomato by using
random primers and near-isogenic lines. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:2336-2340. |

Metakovsky, E.V. 1991. Gliadin allele identification in common wheat Il. Catalogue
of gliadin alleles in common wheat. Journal Genetic Breeding 45: 325—
344.

Michelmore R.W., and Hulbert S.H. 1987. Molecular markers for genetic analysis
of phytopathogenic fungi. Annual Review Phytopathology 25: 383-404.

70



Fermin Orona Castro/2004

Michelmore, R.W., Paran, |, and Kesseli, R.\V. 1991. Identification of markers
linked to disease-resistance genes by bulked segregant analysis: a rapid
method to detect markers in specific genomic regions by using
segregating populations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 9828-9832.

Milbourne, D., Meyer, R., Bradshaw, J.E., Baird, E., Bonar, N., Provan, J., Powell,
W., and Waugh, R., 1997. Comparison of PCR-based markers systems
for the analysis of genetics relationships in cultivated potato. Molecular
breeding. 3: 127-136.

Miller, LT., and Spooner, D.M. 1999. Collapse of species boundaries in the wild
potato Sofanum brevicaule complex (Solanaceae, S. sect. Petota):
Molecular data. Plant Syst. Evol. 214: 103-130.

Morgante, M., and Olivieri, A.M. 1993. PCR amplified microsatellites as markers in
plant genetics. Plant Journal 3: 175-182.

Morin, P.A., and Woodruff, D.S. 1996. Noninvasive genotyping for vertebrate
conservation. In: Wayne, R.K., and Smith, T.B. (eds): Molecular Genetic
Approaches in Conservation, Oxford University Press, New York: 298-
313.

Mullis, K.B., and Fallona, F.A. 1987. Specific synthesis of DNA in vitro via a
polymerase-catalyzed chain reaction. Methods Enzymologist 165; 335—
350.

Nei, M. and Li, W. 1979. Mathematical model for studying genetic variation in terms
of restriction endonucleases. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America. 76: 5269-5273.

Obara-Okeyo, P., and Kako, S. 1998. Genetic diversity and identification of
Cymbidium cultivars as measured by random amplified polymorphic DNA
(RAPD) markers. Euphytica 99: 5-101.

Ovesna, J., Polakova, K., and Leisova L. 2002. DNA Analyses and their
Applications in Plant Breeding. Czech Journal. Genetic. Plant Breeding

38 (1): 29-40.

71



Fermmin Orona Castro/2004

Pecina-Quintero, V., Martinez, de la V. O., Alvarado, B. M. J., Vandemark, J. G., y
Williams, A. H. 2001. Comparaciéon de dos sistemas de marcadores
moleculares en el analisis de las relaciones genéticas de Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid. Revista Mexicana de Fitopatologia 19 (2): 128—
139.

Penner, G.A., Bush, A., Wise, R., Kim, W., Domier, L., Kasha, K., Laroche, A,
Stoles, G., Molnar, S.J., and Fedak, G. 1993. Reproducibility of random
amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis among laboratories. RCR
Meth Appl 2: 341-345.

Perazzo, G., Panta, A., Rodriguez, F., Gémez, R., Toledo, J., Huaman, Z,
Ghislain, M., Golmirzaie, A.M., and Roca, W. 2000. Clonal true-to-type
verification of potato accessions retrieved from in vitro conservation and
cryopreservation. CIP Program Report pp 175 — 183.

Pereras, L., Bryan, G., and Russell, J. 1999. Identification and characterization of
microsatellite loci in coconut (Cocos nucifera L.) and the analysis of
coconut populations in Sri Lanka. Molecular Ecology 8:344-346.

Polakova, K., Ovesna, J., and Leisova, L. 2001. Identification of barley (Hordeurmn
vulgare L.) cultivars using microsatellite analyses. Czech Jaurnal Genetic
Plant Breeding 46: 23-28.

Powell, W., Morgante, M., Andre, C., Hanaffey, M., Vogel, J., Tingey, S., and
Rafalski, A. 1996 a. The comparisons of RFLP, RAPD, AFLP and SSR
(microsatellite) markers for germoplasm analysis. Molecular Breeding. 2:
225-238.

Powell, W., Gordon, C. M. and Provan, J. 1996 b. Polimorphism revealed by
simple sequence repeats. Trends in Plant Science. 1 (7): 215 - 222.

Powell, W., Morgante, M., Doyle, J.J., McNicol, JW., Tingey, S.V. and Rafalski,
A.J. 1996 c. Genepool variation in genus Glycine subgenus soja revealed
by polymorphic nuclear and chloroplast microsatellites. Genetics 144:
793-803.

72



Fermin Orona Castro/2004

Provan, J., Kumar ,A., Shepherd, L., Powell, W., and Waugh, R. 1996 a. Analysis
of intra specific somatic hybrids of potato (Solanum tuberosum) using
simple sequence repeats. Plant Cell Rep. 16: 196-199.

Provan, J., Powell, W., and Waugh, R. 1996 b. Microsateliite analysis of
relationships within cultivated potato (Solanum tuberosum). Theoretical
and Applied Genetics 92: 1078-1084.

Rafalski, J.A., Vogel, J.M., Morgante, M., Powell, W., Andre, C., and Tingey, S.V.
1996. Generating and using DNA markers in plants. In; Birren, B., Lai E.
(Eds) Non mammalian Genomic Analysis: A practical guide, Academic
Press.

Ragot, M., and Haisington, D.A. 1993. Molecular markers for plant breeding:
comparisons of RFLP and RAPD genotyping costs. Theoretical and
Applied Genetic. 86: 975-984.

Raker, M.C., and Spooner, D.M. 2002. Chilean tetraploid cultivated potato,
Solanum tuberosum, is distinct from the Andean populations:
micrasatellite data. Crop Science 42; 1451-1458.

Reiter, R.S., Williams, J.G K., Feldmann, K.A., Rakalski, J.A., Tingey, S.V., and
Scalnik, P.A. 1992. Global and local genome mapping in Arabidopsis
thaliana by using recombinant inbred lines and random amplified
polymorphic DNAs. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89: 1477-1481.

Riedy, M.F., Hamilton, W.J., and Aquadro, F.C. 1992. Excess of non-parental
bands in offspring from known primate pedigrees assayed using RAPD
PCR. Nucleic Acids Research 20: 918.

Rohde, W., and Becker, D. 1999. Analysis of coconut germoplasm by DNA marker
technologies and sequence data. |ll. International Wortkshop and
Laboratory Course on "The Application of Biotechnology to Plant
Breeding and Crop Protection in Coconut". Centro de Investigaciones
Cientificas de Yucatan. Mérida, Yucatan, México.

Rongwen, J., Akkaya, M.S., Bhagwat, A A, and Cregan, P. 1995. The use of
microsatellite DNA markers for soybean genotype identification.
Theoretical and Applied Genetics 90: 43-48.

73



Fermin Orona Castro/2004

Russell, R.J., Fuller, D.J., Macaulay, M., Hatz, B.G., Jahoo, A., Powell, W., And
Waugh, R. 1997. Direct comparison of level of genetic variation among
barley accessionss detected by RFLP's, AFLP’s, SSR and RAPD.
Theoretical and Applied Genetics. 95: 714-722.

Russel J. 1999. Assessing genetic diversity in coconut germoplasm using
molecular markers. lll. International Wortkshop and Laboratory Course on
"The Application of Biotechnology to Plant Breeding and Crop Protection
in Coconut". Centro de Investigaciones Cientificas de Yucatan. Mérida,
Yucatan, México.

Secretaria de Agricultura Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA). 2002. Anuaric estadistico de informacién agropecuaria.
SIACON. México.

Saghai — Maroof, M.A., Biyasher, R.M., Yang, G.P., Zhang, Q., and Allard, RW.
1994. Extraordinarily polymorphic microsatellite DNA in barley:species
diversity, chromosomal locations and populations dynamics. Proc. Natl.
Academy Science USA. 91: 5466-5470.

Saiki, R.K., Gelfand, D.H., and Stoffel, S. 1988. Primer directed enzymatic
amplification of DNA with thermostable DNA polymerase. Science, 239:
487491,

Salazar, L.F. 1998. Fitoplasmas, un factor negativo para la produccion de semilla
de papa. In: Info Papa Foro de discusion sobre investigacién en papa en
América Latina. Centro Internacional de la Papa. Lima, Peru.

Samuels G.J., and Seifert K.F. 1995. The impact of molecular characters on
syntematic of filamentous ascomycetes. Annual Review Phytopathology
33: 37-67.

Schutzbank, T. E., and Stern, H.J. 1993. Principles and applications of the
polymerase chain reaction. JIFCC. 5: 96-104.

SEP. 1983. "Papas". Manuales para la educacion agropecuaria. 1ra. Edicion,
Editorial Trillas, S.A. de C. V. México, D.F.

74



Fermin Orona Castro/2004

Shariflou, M.R., Hassani, M.E., and Sharp, P. J. 2001. A PCR based DNA marker
for detection of mutant and normal alleles of the Wx-D7 gene of wheat.
Plant Breeding 120: 121-124.

Silver, L.M., 1992. Bouncing off microsatellites. Nat. Genet. 2: 8-9.

Slatkin, M. 1995. A measure of population subdivision based on microsatellite
allele frequency. Genetics 139: 463-471.

Staub, J.E., Serquen, F.C., and Gupta, M. 1996. Genetic markers, map
construction, and their application in plant breeding. Horticulture Science,
31:729-741.

Stuber, C.W., and Khanna, K.R. 1991. Isozyme markers and their significance in
crop improvement. Biochemical aspects of crop improvement. CRC
Press. Boca Raton. USA. pp 59-77.

Tautz, D., and Renz, M. 1984. Simple sequences are ubiquitous repetitive
compenents of eukaryotic genomes. Nucleic Acids Research. 12:4127—
4128.

Thomas, M.R., and Scott, N.S. 1993. Microsatellite repeats in grapevine reveal
DNA polimorphism s when analysed as sequence - tagged sites (STSs).
Theoretical and Applied Genetics 86; 985-990.

Tinker, N.A., Fortin, M.G., and Mather, D.E. 1993. Random amplified polymorphic
DNA and pedigree relationships in spring barley. Theoretical and Applied.
Genetics 85: 976-984.

Ugent D. 1968. The potato in México: Geography and primitive culture, Economic
Botany U.S.A. 22: 108-123.

Vapa, L., and Radovic, D. 1998. Genetics and molecular biology of barley
hordeins. Cereal Res. Comm., 26: 31-38.

Wang, G., Whittam, T.S., Berg, C.M., and Berg, D.E. 1993. RAPD (arbitrary
primer) PCR is more sensitive than multilocus enzyme electrophoresis for
distinguishing related bacterial strains. Nucleic Acids Research 21: 5930-
5933.

Wang, Z., Weber, J.L., Zhong, G., and Tanksley, S.D. 1994. Survey of plant Short
tandem DNA repeats. Theor. Appl. Genet. 88: 1-6.

75



Fermin Orona Castro/2004

Waugh, R., and Powell, W. 1992. Using RAPD markers for crop improvement. Cell
and Molecular Genetics. Scottis Crop Research Institute. Focus. 10:186-
191.

Weber, J.L., and May, P.E. 1989. Abundant class of human DNA polimorphims
which can be typed using the polymerase chain reaction. American
Journal Human Genetic 44: 388-396.

Welsh, J., and McClelland, M. 1890. Fingerprinting genomes using PCR with
arbitrary primers. Nucleic Acids Res. 18: 7213-7218.

White, T.J., Madej, T., and Persing, D.H. 1992. The polymerase chain reaction:
clinical applications. Adv. Clin. Chem,, 29; 161-196,

Williams, J.G.K., Kubelik, A.R., Livak, K.J., Rafalski, J.A., and Tingey, S.V. 1990.
DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic
markers. Nucleic Acids Research 18: 6531-6535.

Williams, J.G.K., Hanafey, M.K., Rafalski, J.A., and Tingey, S.V. (1993): Genetic
analysis using random amplified polymorphic DNA markers. Methods
Enzymology 218: 705-740.

Wu, K.S., and Tanksley, S.D. 1983. Abundance, polymorphism and genetic
mapping of microsatellites in rice. Molecular General Genetics 241: 225-
235.

Yang, X., and Quiros, C.F. 1995. Construction of a genetic linkage map in celery
using DNA based markers. Genome 38: 36—44.

Yu Y.G., Saghai-Maroof, M.A., Buss, G.R., Maughan, P.J., and Tolin, S.A. 1994,
RFLP and microsatellite mapping of a gene for soybean mosaic virus
resistance. Phytopathology 84: 60-64.

Ziegle, J.S., Su, Y., Corocran, K.P., Nie, L., Mayrand, E., Hoff, L.B., McBride, L.J.,
Kronick, M.N., and Diehl, S.R. 1992. Application of automated sizing
technology for genotyping microsatellite loci. Genomics 14: 1026-1031.

76






