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RESUMEN

La obtencion de arboles de cacao mas productivos, con mejor comportamiento

frente a plagas y enfermedades y que ademds conserven en sus almendras la calidad
excepcional que caracteriza al cacao venezolano, son pardmetros considerados cuando
se pretende aprovechar el potencial de la diversidad genética de esta especie Una

de las limitaciones para el progreso en el mejoramiento genético de cultivos, es el
escaso conocimiento sobre el determinismo genético de los caracteres de interés. Los
estudios de asociacion entre marcadores moleculares y caracteres de interés se basan
en larelacion no aleatoria entre alelos o desequilibrio del ligamiento, que persiste en
una poblacién a pesar de ciclos de recombinacion y que pueden ser empleados para
cartografiar caracteres de seleccion. En el presente trabajo se valida la posibilidad de
encontrar asociaciones entre marcadores moleculares y la resistencia a P. megasperma,
en una poblacién no estructurada de 42 arboles de cacao Criollo Moderno, basandonos
en su genotipo para 8 marcadores microsatélites ubicados en las zonas de resistencia
a Phytophthora reportadas y en la reaccion de resistencia o susceptibilidad a P.
megasperma de cada arbol, empleando tablas de contingencia y pruebas de Xi2. El
analisis de asociacion detect6 5 microsatélites asociados con la resistencia, mTcCIR17
(GL 4), mTcCIR189 (GL8), mTcCIR8 (GL 9), mTcCIR229 y mTcCIR223 (GL 10), los cuatro
primeros reportados como ligados a la resistencia a diversas especies de Phytophthora
en distintas progenies de cacao y en regiones coincidentes con genes RGA y GDA y el
Gltimo asociado al color del cotileddn.

PALABRAS CLAVE: Theobroma cacao, resistencia a Phytophthora megasperma, analisis de
asociacion, microsatélites.

ABSTRACT

A challenge for the venezuelan cocoa breeding is to select highly productive trees,

with a good performance against pests and diseases, whilst preserving the exceptional
quality that characterizes the venezuelan cocoa beans. The achievement of these goals
greatly depends on the knowledge and management of the genetic diversity of the Criollo
cultivars. One of the main limitations to further progress in the genetic improvement

of crops is the scarce knowledge on the genetic determinants of traits of interest.
Association studies between molecular markers and important traits are based on the
non-random relationships between alleles, or linkage disequilibrium, which persistin a
population despite recombination cycles therefore, they can be used to map selection
traits. The present research validates the likelihood of finding associations between
microsatellite markers and the resistance to Phytophthora megasperma. The study was
carried out in a non-structured population of 42 Modern Criollo cacao trees, based on
their genotype for 8 microsatellite markers located in known regions of resistance to
Phytophthora species and the reaction of resistance or susceptibility of each tree to P.
megasperma, using contingency tables and Xi2 tests. The association analysis detected
5 microsatellites associated to the resistance, mTcCIR17 (LG 4), mTcCIR189 (LG8),
mTcCIR8 (LG 9), mTcCIR229 and mTcCIR223 (LG 10), the first four markers reported are
linked to the resistance of different cocoa progenies to several species of Phytophthora
and coinciding with regions of RGA and GDA genes, whilst the latter is associated to
cotyledon colour.

KEY WORDS: Theobroma cacao, Phytophthora megasperma resistance, association
analysis, microsatellites.
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INTRODUCCION

La apreciada calidad del cacao Criollo vene-
zolano, le brinda un sitio en el mercado inter-
nacional con potencial de expansion, dadas
las tendencias mundiales de crecimiento en el
consumo de cacao. Venezuela posee las con-
diciones agroecoldgicas requeridas para el
cultivo y ademds, en nuestro pais pueden aun
encontrarse materiales genéticos que pro-
ducen granos de optima calidad aromatica y
que son escasos en el mundo (Marcano, 2007).
Actualmente son multiples los problemas que
afectan la productividad de nuestro cacao,
siendo muy pequefio su aporte a la produccion
mundial (ICCO 2012).

La seleccion de genotipos altamente pro-
ductivos, que conserven las calidades aromati-
cas de los cacaos Criollos y que ademads puedan
portar genes de resistencia a las enfermedades
y plagas mdas importantes en el pais, serian ob-
jetivos importantes para programas de mejora-
miento del cultivo (Marcano, 2007).

Las estrategias tradicionales de mejora-
miento de un cultivo perenne, como el cacao,
son esfuerzos de muy largo plazo; sin embargo,
individuos excepcionales pueden ser seleccio-
nados y liberados en cualquier fase. La posibi-
lidad de que el cacao pueda ser propagado por
injerto, estacas y mediante las mas recientes
técnicas de propagacion rapida (Sodré et al.,
2006), e incluso el cultivo in vitro (Maximova et
al., 2006), representa una gran ventaja.

Las herramientas de la genémica abren
una posibilidad para el entendimiento del
determinismo genético de los factores invo-
lucrados en los pardmetros que constituyen
criterios importantes de seleccidn, ofreciendo
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algunas alternativas que pueden ser de utili-
dad para acelerar el desarrollo de poblaciones
mejoradas (INGENIC, 2000).

La elaboraciéon de mapas genéticos satu-
rados de los cultivos en los cuales se incluyen
marcadores genéticos de diversa indole y
caracteres de interés, es una estrategia con po-
sibles aplicaciones en lo que se ha denominado
la Seleccién Asistida por Marcadores Molecula-
res, con la que potencialmente pueden selec-
cionarse a muy temprana edad, las plantas que
portan los alelos que se hayan relacionado con
el mejor comportamiento, ya sea en caracteres
morfoagronémicos o de calidad, 1o que haria
mads precisa la seleccién y reduciria costos en
el proceso; ello toma mayor importancia en los
caracteres de herencia compleja y mas aun en
cultivos perennes (Tanksley et al., 1988).

El CIRAD (Centre de Cooperation Internatio-
nale en Recherche Agronomique pour le Dévelo-
ppement) ha desarrollado un mapa genético de
referencia para el cacao a partir de la pobla-
cion segregante originada a partir del cruce de
los parentales heterocigotos UPA402 (Foraste-
ro del alto Amazonas obtenido del cruce entre
IMC60 y Na34) y UF676 (Trinitario selecciona-
do en Costa Rica) y saturado con 615 marca-
dores codominantes incluyendo isoenzimas,
RFLPs y microsatélites cartografiados (Pugh
et al., 2004), que constituyen excelentes herra-
mientas para diversos tipos de investigaciones,
entre las cuales destaca la utilizacion de éstos
para el estudio de determinismo genético de
caracteres de importancia.

Los métodos clasicos para la identificacion
de marcadores moleculares ligados a carac-
teres de interés, entre los cuales los de mayor
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importancia son los caracteres cuantitativos,
exigen la disponibilidad de una poblacién
segregante, preferiblemente proveniente de
padres genotipicamente definidos, a la cual se
analiza para la mayor cantidad de marcadores
posible y a la vez se evalua en su fenotipo para
parametros de interés, para los que debe tam-
bién ser polimorfica. Este procedimiento, deno-
minado andlisis de QTLs “Quantitative Trait
Loci”, que son cada uno de los loci que deter-
minan un cardacter cuantitativo, busca detectar
relaciones estadisticamente significativas entre
un marcador y un caracter. Sin embargo, en
casos en los que no existen estas poblaciones
experimentales, o éstas son dificiles de de-
sarrollar por razones practicas, también es
posible llevar a cabo el andlisis de QTLs, como
en el caso de poblaciones naturales, como las
especies arboreas perennes, o las poblaciones
humanas (Liu, 1998).

Los estudios de asociacién se basan en la
relacién no aleatoria de alelos en una pobla-
cidn, lo que es conocido como Desequilibrio del
Ligamiento (DDL) (Weir, 1996). Para realizar
un estudio de asociacién, es necesario conocer
como es el DDL en la poblacion y en la region
de interés del genoma. Debe determinarse no
sélo si éste existe y su magnitud, sino su caida,
es decir, el trayecto del cromosoma en el que
se pierde la relacion entre los alelos, lo que
puede analizarse, en una region en particular,
0 de manera general en todo el genoma. La
caida del DDL determina el tamafio minimo de
cromosoma en el que éste es conservado.

Los andlisis del DDL en el genoma del
cacao han revelado largos fragmentos de cro-
mosomas (hasta 30 cM) que se encuentran en
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DDL, en los cuales podrian definirse asociacio-
nes estables entre marcadores moleculares y
caracteres de interés (Marcano et al., 2007).

La cartografia genética por asociacion,
busca aprovechar las asociaciones no alea-
torias que se establecen entre alelos de di-
ferentes loci, ligados o no, (DDL) a través de
la historia de una poblacién, para encontrar
relaciones entre marcadores y caracteres, que
se hayan mantenido a pesar de varios ciclos
de recombinacion. Con ello, se puede lograr la
cartografia genética de caracteres de interés
en poblaciones naturales con mejor resolucion
que en poblaciones experimentales; es, sin em-
bargo importante, que la poblacién no presen-
te estructura (Jannink y Walsh, 2002).

La asociacion entre marcadores molecula-
res y caracteres de importancia para la selec-
cion de cacao ya ha probado ser una estrategia
eficiente, en comparacion con los métodos tra-
dicionales de andlisis de Loci determinantes de
caracteres Cuantitativos (QTLs), que implican
la obtencidn de poblaciones experimentales
provenientes de cruces dirigidos entre padres
especificos, lo que puede tardar unos diez afios
en el caso del cacao (Schnell et al. 2005; Marca-
no et al., 2007, 2008).

Phytophthora palmivora es una de las
enfermedades de mayor impacto en las plan-
taciones de cacao del mundo y ha sido la mas
estudiada en cuanto a la detecciéon de QTLs
(Loci de caracteres Cuantitativos) implicados
en la resistencia a la misma; estos estudios han
sido realizados a partir de mazorcas enfermas
y discos de hoja, en progenies de mapeo diver-
sas (N’Goran et al., 1997; Clément et al., 2003;
Risterucci et al., 2004).
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La resistencia a Phytophthora ha sido rela-
cionada con varios genes, este es el caso de P.
megasperma f.sp. glycinea en soya (Diers et al.,
1992) y de P. infestans en papa, aunque en este
cultivo también se ha informado de una resis-
tencia vertical (Corné et al., 1991). En el caso
del cacao, varios autores han relacionado la
resistencia a Phytophthora con la presencia de
varios genes. Warren (1994) sefial¢ la existen-
cia de un minimo de cinco loci heterogéneos
no ligados. Spence & Bartley (1966) igualmente
sefialan que algunas progenies F1 del clon SCA
6 que muestran resistencia en Trinidad, son el
producto de genes dominantes que controlan
esa caracteristica. Enriquez & Salazar (1987)
por el contrario, consideran que en la resisten-
cia a Phytohthora estan en juego varios genes
con una accion mas aditiva que dominante. En
forma similar, Tan & Tan (1990) sefialan que la
resistencia se hereda en forma aditiva. En ge-
neral, en los estudios de la resistencia genética
del cacao a las enfermedades producidas por
especies del género Phytophthora, no se ha en-
contrado una resistencia total a la enfermedad
(Risterucci et al., 2003).

En el afio 2000 se reporta por primera vez,
la ubicacion de genes de resistencia a Phyto-
phthora palmivora en el genoma del cacao, en
una poblacion de cacao Forastero (Crouzillat et
al., 2000); estudios posteriores se han hecho en
poblaciones de cacao con diversa base genética
y varias especies de Phytophthora (Flament et
al., 2001; Clément, 2003; Risterucci et al., 2003).
Algunas de las regiones del genoma identifica-
das como implicadas en la resistencia han sido
coincidentes con genes analogos de resistencia
y defensa (RGA y DGA) (Lanaud et al., 2004). En
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general, estos estudios muestran coincidencia
en 4 sitios del genoma, en los grupos de liga-
miento 1 (Lanaud et al., 2004; N’Goran et al.,
1997), 4 (Clément et al., 2003 y 2004; Lanaud
etal,2004) y 7 (Lanaud et al., 2004, Clément et
al., 2004) que potencialmente portan factores
genéticos determinantes de la resistencia.

El presente estudio pretende indagar la
posibilidad de aprovechar la informacion
generada en diferentes progenies de mapeo
de cacao, en relacion a la deteccion de QTLs
que determinan la resistencia a especies de
Phytophthora, estudiando la asociacidn entre
marcadores moleculares localizados en las
zonas del genoma donde se han encontrado en
forma consistente estos QTLs y la resistencia a
Phytophthora megasperma, en una poblacién
de cacao Criollo moderno no experimental y
no estructurada.

MATERIALES Y METODOS

EVALUACION DEL FENOTIPO

La seleccion de plantas de cacao de la pobla-
cion original, el muestreo de mazorcas a ser
sometidas a la evaluacion de resistencia, los
procedimientos para la preparacion del inécu-
lo, la inoculacién de las mazorcas con P. megas-
permay la evaluacion de resistencia/susceptibi-
lidad de las plantas al patégeno (fenotipo), son
extensamente descritos en Mora et al. (2016).

ANALISIS DEL GENOTIPO

Las metodologias empleadas para la extraccion
del ADN, la amplificacién de los microsatélites
y la electroforesis de microsatélites en geles

de poliacrilamida es descrita en Risterucci et
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al. (2000); 1a visualizacidon de microsatélites
mediante la tincidn de nitrato de plata se hizo
como se reporta en Bassam et al. (1991). La
lectura e interpretacion de geles y el andlisis
completo del genotipo se presentan en Mora et
al. (2016). La lista de microsatélites analizados,
se presenta en Mora et al. (2016), en donde se
destacan los microsatélites ubicados en zonas
de QTLs y de genes DGA y RGA reportados
(Crouzillat et al., 2000; Flament et al., 2001;
Clément et al., 2003; Risterucci et al., 2003;
Lanaud et al., 2003). El resto de microsatélites
analizados se emplearon para el estudio de la
estructura de la poblacidn.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA

EN LA POBLACION ORIGINAL

La estrategia para analizar la existencia de
subpoblaciones (estructura) en la poblacién
original (65 individuos) consistié en el analisis
de 16 microsatélites no ligados (independien-
tes), con el programa Structure (Pritchard et
al., 2000); a partir de éste se puede inferir el
numero de subpoblaciones (K) que pudieran
coexistir en la poblacidn estudiada, bajo la pre-
suncion de Equilibrio de Hardy y Weinberg en
las subpoblaciones. Para ello se consideraron
valores alternativos de K, desde 1 al 5, un nu-
mero de 50.000 iteraciones como periodos de
procesamiento, 250.000 repeticiones y 10 anali-
sis independientes, bajo el supuesto modelo de
“mezcla de ancestros” (“Admixture”).

Este analisis permiti¢ identificar indivi-
duos que por su constitucion genética, difie-
ren mucho del resto de la poblacién. Por otra
parte, se verificé el numero de subpoblaciones
presentes en la poblacion estudiada y la contri-
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bucién de cada individuo a la conformacion de
esas subpoblaciones.

A partir de estos resultados se pudieron se-
leccionar individuos que en conjunto formaran
una poblacion no estructurada y por ende mas
ajustada para un estudio de asociacién entre
los marcadores microsatélites y la resistencia a
la enfermedad (Cuadro 1).

ANALISIS DE ASOCIACION

Tomando en cuenta la informacién genotipica
de cada individuo, asi como su nivel de resis-
tencia a la enfermedad, se elaboraron tablas de
contingencia utilizando el programa Excel (Mi-
crosoft Office Excel vers. 2007), para cada locus
de microsatélites analizados. La informacién
compilada en estas tablas fue graficada con el
fin de visualizar tendencias de los genotipos
mas frecuentemente susceptibles o resistentes
en la poblaciéon no estructurada.

La asociacion entre marcadores micro-
satélites y la resistencia a la enfermedad se
determind mediante una Prueba de Xi2 para
el andalisis de tablas de contingencia con el mé-
todo de Pearson, considerando un umbral de
significacion de p<0,05 para cada prueba (loci
microsatélites), utilizando el programa XISTAT
7.5.2 (ADDINSOFT, 2015).

RESULTADOS
ANALISIS DEL FENOTIPO Y DEL GENOTIPO

En el articulo complementario al presente
(Mora et al., 2016), se muestran en detalle los
resultados obtenidos, tanto en la evaluacién de
la reaccion de resistencia/susceptibilidad de las
plantas seleccionadas, al patégeno Phytophthora
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megasperma (fenotipo), como en el analisis de
los loci microsatélites analizados (genotipo).
Esta informacion es base para el andlisis de
asociacion entre marcadores microsatélites y
la resistencia a P. megasperma.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA

DE LA POBLACION Y DEL NUMERO

DE SUBPOBLACIONES

Los resultados obtenidos mediante el progra-
ma Structure (Pritchard et al., 2000), para el
que se emplean datos del genotipo de mar-
cadores no ligados, ni en desequilibrio del
ligamiento, revelaron la existencia de 2 subpo-
blaciones en la poblacion original.
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SELECCION DE LA POBLACION

NO ESTRUCTURADA

A partir de la informacion proporcionada por
el programa Structure, en relacion a la contri-
bucién de cada planta a la formacién de las
dos subpoblaciones detectadas, se ajustd una
nueva lista de individuos para conformar una
poblacion no estructurada. En total se seleccio-
naron 42 individuos (CUADRO 1) con los cuales
fue posible realizar los andlisis de asociacidn.
Esta seleccidn se efectud eliminando aquellas
plantas que portaban mads de 95% del ancestro
Criollo, asi como los individuos muy diferentes
a los de la poblacion no estructurada.

CUADRO 1. Arboles seleccionados para conformar poblacién no estructurada y su procedencia.

ID LOCALIDAD 1D LOCALIDAD ID LOCALIDAD
SJUO4R INIA-San Juan BEN17 INIA-San Juan BEN04 INIA-San Juan
SJuos INIA-San Juan BEN19 INIA-San Juan BEN23 INIA-San Juan
SJuo7 INIA-San Juan BEN21 INIA-San Juan uvio1 CORPOZULIA
SJu09 INIA-San Juan BEN22 INIA-San Juan uvio3 CORPOZULIA
SJUT1 INIA-San Juan BOCO1 INIA-San Juan ABA01X CORPOZULIA
SJU12 INIA-San Juan BOC04 INIA-San Juan CACO1 CORPOZULIA
SJu13 INIA-San Juan BOCO5 INIA-San Juan LOB13 CORPOZULIA
SJu14 INIA-San Juan BOC14 INIA-San Juan ADJO5 CORPOZULIA
SJU15 INIA-San Juan 42 INIA-San Juan uv103 CORPOZULIA
SJu16 INIA-San Juan HER1 INIA-San Juan SP10X CORPOZULIA
BENO5 INIA-San Juan 81 INIA-San Juan CBL04 CORPOZULIA
BEN11 INIA-San Juan 04 INIA-San Juan CBLO5 CORPOZULIA
BEN12 INIA-San Juan 02 INIA-San Juan CBLO6 CORPOZULIA
BEN15 INIA-San Juan BENO1 INIA-San Juan ABAO1 CORPOZULIA
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ANALISIS DE ASOCIACION De estos marcadores asociados, mTcCIR17
Mediante el anélisis de asociacion entre los se localiza en el grupo de ligamiento 4 (FIGURA 2),
genotipos y la respuesta fenotipica de éstos a mTcCIR189 en el grupo de ligamiento 8, mTcCIR8 en
la resistencia a la infeccién por P. megasperma el grupo de ligamiento 9, mTcCIR229 y mTcCIR223
(CUADRO 2), se encontro que, de los 7 marca- en el grupo de ligamiento 10. El resto de marcado-
dores microsatélites ligados a la resistencia a res analizados no mostraron asociacion significati-
especies de Phytophthora que se evaluaron, va con la resistencia a “Mancha de Agua”.
4 marcadores se encontraron asociados a la Al analizar los graficos que se efectuaron de

resistencia a P. megasperma en los individuos las tablas de contingencia entre el genotipo y las

seleccionados; de igual modo, el marcador pre- frecuencias de fenotipos (ejemplo en la FIGURA 1),

viamente reportado como asociado al color de  se aprecia que el genotipo que muestra en mayor

cotiledones, también se encontro en asociacion grado la resistencia es el hibrido, mientras que el

con la resistencia a la enfermedad en la pobla-  genotipo homocigoto criollo se relaciona con la

cién de estudio. menor resistencia, en cada uno de los loci micro-
satélite analizados.

CUADRO 2. Andlisis de asociacion (Xi?) entre marcadores microsatélites y resistencia a P. megasperma.

T

mTcCIR272 36,9 7,852 0,249
1 mTcCIR286 68,3 7,040 4 0,134
2 mTcCIR268 38,8 8,403 4 0,078
3 mTcCIR120 6,3 2,430 4 0,657
3 mTcCIR82 30,6 1,181 4 0,881
3 mTcCIR167 59,2 3,806 2 0,149
4 mTcCIR17 23,4 11,828 4 0,019*
5 mTcCIR109 72 12,255 6 0,057
6 mTcCIR255 39,1 1,232 2 0,540
GL Grupo de ligamiento,
7 mTcCIR190 3,8 1,073 2 0,585 L, . . .
cM: Ubicacidn de los microsatélites en unidades
7 mTcCIRS5 35,5 2,955 4 0,565 centiMorgans con base en el mapa de referencia
8 | mTcCIR18) | 469 | 9520 | 4 | 0,049% para el cacao (Pugh et al., 2004),
9 mTcCIRS 505 11273 4 0 024 GdL grados de libertad. Umbral de significancia
! ! ' P<0.05,
9 mTcCIR79 94,1 5,049 2 0,080 * estadisticamente significativo, en negritas:
10 mTcCIR229 11,9 12,123 4 0,016* marcadores ligados a QTLs o a genes RGA DGA,
en itdlicas: marcador asociado a color del
*
10 mTcCIR223 72,4 9,323 2 0,009 cotiledén.
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GL4
0 IDH
18.7 mTcCIR18
23.3 PTSCA6/A1
\__/
23.4 = mTcCIR17 *
23.5 PT172/A1
241 — [ [ mTcCIR213
24.4 < PTSCA6/B2
24.7 PTSCA6/A3
26.7 PT172/B9
75.3 cTcCIR205

45.1
46.9

56.7

67.5

GL38

mTcCIR1

cTcCIR203
mTcCIR189 *

cTcCIR63

TEL139/HI

FIGURA 1. Asociacion entre la resistencia de drboles de cacao a P megasperma

y el genotipo para el microsatélite mTcCIR229.
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FIGURA 2. Ubicacion de QTLs de resistencia a Phytophthora palmivora, anélogos de genes RGA y DGA en
progenies de cacao de diversa base genética, microsatélites asociados a color de diversas estructuras
de la planta y microsatélites asociados a la resistencia a Phytophthora megasperma en la poblacion
estudiada. GL: Grupo de ligamiento y ubicacion de los microsatélites en unidades centiMorgans en el
mapa de referencia para el cacao (Pugh et al., 2004), en negritas: marcadores ligados a QTLs o a genes
RGA y DGA (Clément et al., 2003; N'Goran et al., 1997 y Lanaud et al., 2004), *: microsatélites asociados
en este estudio a la resistencia a P. megasperma, **: microsatélite asociado a la resistencia en este
estudio y al color del cotiledén en Marcano et al. (2008).



MARIA MARCANO, VICTOR MORA, RAISA RUMBOS,
IRAIMA CHACON, ALVARO GOMEZ, ADRIANA MOYA y ARGENIS MORA

DISCUSION

ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA

DE LA POBLACION

El analisis de la estructura de la poblacion,
realizado mediante el programa Structure,
permitié evidenciar la existencia de dos (2)
subpoblaciones. En el andlisis se encontro

el solapamiento de un grupo de individuos
(Criollos con alta homocigosis), evidencia clara
de que no existe una diferenciacion genética
entre éstos, mientras que otro grupo de indivi-
duos present6 dispersion, siendo ésta extrema
para tres arboles (LOB38, RAO1 y RAO5) que se
consideraron fuera de tipo.

La estratificaciéon de la poblacion, eviden-
ciada por la existencia de dos subpoblaciones,
de acuerdo al analisis, resulta ser no funcional
para realizar estudios de mapeo por asociacion
(Flint-Garcia et al., 2003); por esta razon, seria
dificil efectuar un estudio de asociacion con
todos los cultivares seleccionados; ello justifi-
co6 el ajuste de la poblacién, a fin de eliminar
aquellos individuos que contribuian al estable-
cimiento de la estructura poblacional, segun
los resultados obtenidos mediante el programa
Structure. La eliminacion de estos individuos
gener( una poblacion no estructurada, mas
adecuada para el estudio de mapeo por aso-
ciacion. Este procedimiento ha mostrado ser
apropiado en previos estudios de asociacién
(Marcano et al., 2007).
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ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE
MARCADORES MICROSATELITES

YLA RESISTENCIA A P. MEGASPERMA

De acuerdo con los resultados obtenidos del
analisis de asociacion entre marcadores mo-
leculares y la resistencia a P. megasperma, se
encontraron 5 marcadores asociados a ésta en
la poblacion estudiada. El marcador mTcCIR17
en el grupo de ligamiento 4, mTcCIR189 en el
grupo de ligamiento 8, mTcCIR8 en el grupo 9y
en el 10 los microsatélites mTcCIR229 y mTc-
CIR223 (FIGURA 2).

El reporte del marcador mTcCIR17 ubicado
en el cromosoma 4, es coincidente con estudios
previos, en los cuales se encontraron QTLs liga-
dos a la resistencia a especies de Phytophthora
en esta zona del genoma, en progenies de diver-
sa base genética (Clément et al., 2003). Lanaud
et al. (2004) en sus trabajos encuentran esta
region ligada a genes candidatos RGA (Resistan-
ce Gene Analogs) de las clases N y Pto (FIGURA 2).

Los genes que confieren resistencia en las
plantas se clasifican en dos grupos, uno con-
formado por genes involucrados en el recono-
cimiento del patdgeno llamados genes RGA,
(Resistance Gene Analogs) y el otro grupo de
genes implicados en los mecanismos de defen-
sa de la planta, frente al reconocimiento del
patégeno (genes DGA o Defense Gene Analogs)
(Agrios 2005). Los genes N aislados en tabaco,
estan relacionados con proteinas receptoras ci-
toplasmaticas que contienen dominios ricos en
leucinas, mientras que los genes Pto de tomate,
son del grupo Kinasa y contienen dominios
serina-treonina-kinasa (STK) involucrados en la
transduccioén intracelular, o estan asociados a
estructuras receptoras de kinasa.
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Los estudios de Lanaud et al. (2004), lle-
vados a cabo mediante la amplificacién por
PCR de fragmentos de genes analogos de RGA
y DGA, en la poblacién de referencia del cacao
(UPA402 x UF676) (Pugh et al., 2004), permi-
tieron ubicar en el grupo de ligamiento 4 a los
genes PTSCA6/A1 (a 23,3 centiMorgans), PT172/
Al (a 23,5 cM), PTSCA6/B2 (a 24,4 cM), PTSCA6/
A3 (a 24,7 cM) y PT172/B9 (a 26,7 cM) (FIGURA 2).

Tomando en cuenta que el marcador mi-
crosatélite (mTcCIR17) estd distanciado a 23,4
cM con respecto al mismo mapa de ligamiento
para el cacao (FIGURA 2), se asume que existiria
una estrecha asociacion entre este marcador
microsatélite y los genes encontrados por La-
naud et al. (2004).

Clément et al. (2003) encontraron QTL’s
de la resistencia a Phytophthora cerca del
marcador mTcCIR18 (18,7 cM-24,1cM) en dos
poblaciones de cacao. Cabe destacar que, en
las mismas regiones del cromosoma 4 donde se
encuentra la resistencia, Clément et al. (2003),
reportan ligamiento entre QTLs implicados
en vigor y QTLs ligados al peso de las semillas
en dos poblaciones de mapeo IMC78 y DR1.
Segun estos resultados, los autores sugieren
una relacion entre la resistencia de las plantas
de cacao a Phytophthora palmivoray el peso de
las semillas.

Realizando estudios de asociacion en po-
blaciones de cacao que incluian desde criollos
hasta forasteros, Marcano et al. (2007) encon-
traron en esta region al marcador mTcCIR213
(24,1 cM) del grupo de ligamiento 4, también
asociado al peso de la semilla y del fruto y, en
una poblacion venezolana cultivada de cacao,
asociados ademas a la pigmentacién de distin-
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tas estructuras de la planta como fruto, cotile-
dones y partes florales (Marcano et al., 2008).

Con respecto al marcador mTcCIR189, en-
contrado en el grupo de ligamiento 8 y ubicado
a 46,9 cM segun el mapa de ligamiento de refe-
rencia (Pugh et al., 2004), también se encuentra
coincidencia en trabajo previos, en los cuales
los marcadores cTcCIR203 (56,7 cM) y cTcCIR63
(45,1 cM) se encuentran ligados a la resisten-
cia a especies de Phytophthora (N'Goran et al.,
1997). Estos autores también reportan QTLs
relacionados con el peso del grano (cTcCIR98 a
46,5 cM) en el mismo grupo de ligamiento bas-
tante cercano al asociado a la resistencia mTc-
CIR8, lo que apoya lo propuesto por Clément et
al. (2003) sobre la relacion entre la resistencia
y el peso de las semillas.

En los grupos de ligamiento 9 y 10 también
se encuentra coincidencia entre los marcado-
res microsatélites asociados a la resistencia
con QTLs reportados en otros trabajos. La-
naud et al. (2004) encuentran al DGA PR2/19
en el grupo de ligamiento 9 a una distancia de
53,4 cM de acuerdo al mapa de ligamiento de
referencia para el cacao. Este gen se encuentra
muy cerca del marcador encontrado en este
trabajo mTcCIR8 (52,5 cM), lo que evidencia-
ria una asociacion entre el marcador y el gen
PR2/19 implicado en la respuesta de defensa.

Una vez mas se afirma la asociacion entre
la resistencia y caracteristicas morfologicas
de las semillas, cuando N'Goran et al. (1997)
encuentran para el mismo grupo de ligamien-
to, el marcador gTcCIR102 (59 cM) ligado a un
QTL de longitud de las semillas, al igual que
Marcano et al (2008) que reportan en esta re-
gion, varios marcadores: mTcCIR58 (60,1 cM),
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mTcCIR142 (47,4 cM) y mTcCIR124 (40,1 cM)
asociados a dimensiones de la semilla.

En el grupo de ligamiento 10 se encuentra
asociacidn entre los marcadores mTcCIR229
(11,9 cM) y mTcCIR223 (72,4 cM). Reportes
hechos por N'Goran et al (1997) indican que el
marcador gTcCIR105 estd ligado a la resisten-
cia a Phytohthora spp. en zonas muy cercanas
al mTcCIR229 y Lanaud et al. (2004) reportan
en esta zona al gen candidato PT142/D9.

Con respecto al marcador mTcCIR223,
asociado a la resistencia a P. megasperma, Mar-
cano et al. (2008) 1o encuentra asociado con
diversos caracteres del fruto y de las semillas,
ademas del color de los cotiledones y de esta-
minodios.

Los caracteres de la semilla, como dimen-
siones y color, son pardmetros que diferencian
individuos Criollos de Forasteros. Asi como la
resistencia a Phytophthora parece estar favore-
cida en los hibridos, la pigmentacién y el tama-
o pequeno de las almendras, son caracteres
tipicos de forasteros e hibridos; por el contra-
rio, las semillas grandes, redondeadas y no pig-
mentadas, son caracteristicas de los Criollos, de
alli 1a relacién estadistica que puede explicar
la ubicacion de estos caracteres (resistencia,
dimensiones de la semilla y pigmentaci6n), en
algunas regiones gendmicas coincidentes, en
las cuales estos caracteres podrian por ende,
estar ligados fisicamente o estar asociados por
desequilibrio del ligamiento.

Por otro lado, las antocianinas, que produ-
cen la pigmentacion en diversas estructuras
del cacao, pudieran relacionarse con la resis-
tencia bioquimica constitutiva o preformada
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que actua desde el inicio de la infeccion, lo que
explicaria la resistencia del cacao a especies de
Phytophthora localizada en las mismas regio-
nes de la pigmentacion de estructuras del GL 4
y del GL 10 (Marcano et al., 2008).

CONCLUSIONES

El andlisis de estructura permitio verificar que
2 subpoblaciones conformaban la poblacién
original, 1o cual justifico la seleccidn de indi-
viduos para obtener una poblacién no estruc-
turada adecuada para realizar estudios de
asociacion.

Mediante el anadlisis de asociacion se lo-
graron confirmar, en la poblacién de arboles
seleccionados estudiada, 4 de las 7 regiones
previamente reportadas, ligadas a la resisten-
cia a diferentes especies de Phytophthoray a
genes andlogos de resistencia y defensa.

Se logr6 comprobar la estabilidad de
algunas regiones implicadas en la resistencia
a especies de Phytophthora, siendo éstas coinci-
dentes en otros estudios efectuados con po-
blaciones de diversa base genética, mediantes
andlisis de QTLs.

Para los loci microsatélites que se encon-
traron asociados a la resistencia a P. megasper-
ma, el genotipo que muestra en mayor grado
la resistencia es el hibrido, mientras que el
genotipo homocigoto criollo se relaciona con la
menor resistencia.

Se encontraron asociados a la resisten-
cia a P. megasperma, 2 regiones del genoma
previamente reportadas como asociadas a la
pigmentacion de distintos érganos de la planta
de cacao.
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