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RESUMEN

La piricularia (Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.) es una de las
enfermedades mds destructivas del arroz a nivel mundial. El uso
de cultivares resistentes es la via mds efectiva y economica de
controlar la enfermedad. El método de la retrocruza es el mds
empleado para la incorporacion de genes simples de resistencia.
Sin embargo, el proceso se dificulta cuando existe ligamiento de
estos genes con caracteristicas indeseables, el cual puede ser di-
ficil de romper, atin después de muchas generaciones de retro-
cruzas. La seleccion asistida por marcadores (SAM) contribuye
a facilitar la recuperacion del genoma del padre recurrente (PR)
en un menor niimero de generaciones. El objetivo del presente
estudio fue la recuperacion del genoma del PR utilizando mar-
cadores moleculares en generaciones tempranas de un programa

de retrocruzas para la incorporacion de un gen de resistencia a
P. grisea. En los parentales se evaluaron 36 microsatélites ubica-
dos en los 12 cromosomas del arroz; aquellos que mostraron po-
limorfismo se evaluaron en plantas de las generaciones RCF, y
RC,F,. La SAM permitié identificar plantas 100% similares al
PR para los loci evaluados en ambas generaciones de retrocru-
zas; sin embargo, la proporcion fue mayor en la RC.F, que en
RC,F,. Se identificaron regiones cromosomicas candidatas en los
cromosomas 4y 7 para la futura identificacion del gen de resis-
tencia incorporado. La aplicacion de SAM en el programa de
retrocruzas permitio la recuperacion del genoma del PR en po-
cas generaciones, reduciendo el tiempo necesario en el proceso
de mejoramiento para incorporar resistencia a piricularia.

Introduccion

El arroz (Oryza sativa L.)
constituye la base alimenticia
para gran parte de la pobla-
ciéon mundial, siendo el ce-
real mds cultivado después
del trigo y el tercero en pro-
duccion (FAO, 1993). Este

cultivo se ve amenazado por
numerosas enfermedades y
problemas causados por
agentes bidticos y por facto-
res abidticos (Castafio, 1985).
Dentro de éstas, la enferme-
dad conocida como piricula-
ria, causada por el hongo
Pyricularia grisea (Cooke)

Sacc., es la principal limi-
tante de la produccién a ni-
vel mundial (Ou, 1985).

El empleo de variedades
resistentes y la aplicacion de
fungicidas son los principales
métodos de control de la en-
fermedad usados actualmente.
Sin embargo, el uso de fun-

gicidas no siempre es econod-
mico ni deseable para el me-
dio ambiente y la resistencia
de las variedades comerciales
ha sido de poca duracidn, en-
tre otras razones, por el sur-
gimiento de nuevas razas del
hongo compatibles con los
genes de resistencia de los
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SUMMARY

Rice blast (Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.) is one of the
most destructive diseases of rice world-wide. The deployment
of resistant cultivars is the most effective and economic way
for controlling the disease. The backcross breeding is the
method most commonly used for incorporating single resistance
genes. It is limited by the presence of linkage between the re-
sistance gene and undesirable traits, which may persist even
after many generations of backcrossing. Marker assisted selec-
tion (MAS) contributes to overcome the main limitation of the
backcross breeding, accelerating the recovery of the recurrent
parent (RP) genome. The purpose of this study was the recov-
ery of the RP genome in early generations of backcrossing by

RESUMO

A piricularia (Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.) é uma das enfermi-
dades mais destrutivas do arroz a nivel mundial. O uso de cultivares
resistentes ¢ a via mais efetiva e economica de controlar a enfermi-
dade. O método da retrocruza é o mais empregado para a incorpora-
¢do de genes simples de resisténcia. No entanto, o processo se difi-
culta quando existe ligamento destes genes com caracteristicas inde-
sejaveis, o qual pode ser dificil de romper, mesmo depois de muitas
geragoes de retrocruzas. A selecdo assistida por marcadores (SAM)
contribui a facilitar a recuperagdo do genoma do padre recorrente
(PR) em um menor niimero de geracdes. O objetivo do presente estu-
do foi a recuperagio do genoma do PR utilizando marcadores
moleculares em geragdes precoces de um programa de retrocruzas

using molecular markers. Thirty six microsatellites located in
the 12 rice chromosomes were evaluated in the parents and the
polymorphic ones were evaluated in plants of the BC,F, and
BC F, generations. MAS allowed identification of plants which
were 100% similar to the RP for the loci evaluated in both
generations of backcrossing. However, the probability of finding
those genotypes was greater in BC.F, than in BC,F, Some
chromosomal regions were identified as candidates for mapping
the resistance gene in chromosomes 4 and 7. The application
of MAS on this backcrossing breeding program accelerated the
recovery of the RP genome, reducing the number of genera-
tions and the time for incorporating resistance to rice blast.

para a incorporagcdo de um gene de resisténcia a P. grisea. Nos pa-
rentais se avaliaram 36 micro satélites localizados nos 12 cromosso-
mas do arroz; aqueles que mostraram polimorfismo se avaliaram em
plantas das geragoes RCF, e RCF. A SAM permitiu identificar
plantas 100% similares ao PR para os loci avaliados em ambas ge-
ragbes de retrocruzas; no entanto, a propor¢do foi maior na RCF,
que em RCF, Se identificaram regides cromossomicas candidatas
nos cromossomas 4 e 7 para a futura identificacdo do gen de resis-
téncia incorporado. A aplicacdo de SAM no programa de retrocruzas
permitiu a recuperagdo do genoma de PR em poucas geragoes, redu-
zindo o tempo necessdrio no processo de melhoramento para incor-
porar resisténcia a piricularia.

cultivares liberados (Correa y
Zeigler, 1993; Guimaraes et
al., 1996).

El método de mejoramiento
por retrocruzas es el mds uti-
lizado para la incorporacién
de genes simples de resisten-
cia a P. grisea, minimizando
la probabilidad de transferir
caracteristicas indeseables del
padre donante (PD) con el
gen resistencia. Una de las
principales limitantes del mé-
todo es que para obtener una
progenie genéticamente idénti-
ca al padre recurrente (PR),
excepto para el gen a ser in-
corporado, son necesarias de
6 a 7 generaciones de retro-
cruzas (Stam y Zeven, 1981;
Tanskley et al., 1989). La se-
leccion asistida por marcado-
res moleculares (SAM) abre
muchas posibilidades a la in-
corporacién de genes por re-
trocruzas, al reducir el nime-
ro de generaciones necesarias
para la recuperacion del ge-
noma del PR mientras se fija
el gen incorporado (Paterson,
1996).

En arroz existe un nimero
considerable de investigadores
que estdn comenzando a usar
marcadores moleculares para

432

la transferencia simultdnea de
dos o mds genes de resisten-
cia a enfermedades importan-
tes como lo son el afiublo
bacterial causado por Xantho-
monas oryzae pv. oryzae y la
piricularia causada por P.
grisea. Por ejemplo, Huang et
al. (1997) piramidaron me-
diante marcadores molecula-
res cuatro genes (Xa4, Xa5,
Xal3 y X21) que confieren
amplio espectro de resistencia
al afiublo bacteriano. Sdnchez
et al. (2000) transfirieron tres
genes de resistencia a la mis-
ma enfermedad a tres lineas
susceptibles que posefan ca-
racteristicas agrondmicas de-
seables. Hittalmani et al.
(2000) usaron la SAM para
combinar los genes Pil, Piz-5
y Pita que confieren resisten-
cia a piricularia en un solo
genotipo.

El impacto de la SAM ha
sido mayor en los programas
de mejoramiento para trans-
ferir genes de resistencia me-
diante retrocruzas, donde
ademds de los marcadores li-
gados a genes especificos,
los marcadores distribuidos
en el genoma permiten la se-
leccién de plantas genética-

mente similares al PR
(Young y Tanksley, 1989).
Chen et al. (2000) usaron
SAM para transferir el gen
Xa2l al cultivar “Minguini
63”, un padre ampliamente
usado para la produccion de
hibridos en China. Los mar-
cadores permitieron seguir la
presencia del gen y acelerar
la recuperacién del genoma
de “Minguini 63”. Estos es-
tudios han demostrado la
factibilidad de usar SAM
para piramidar genes y acele-
rar los programas de mejora-
miento hasta en tres genera-
ciones de retrocruzas, lo que
se traduce en ahorro de tiem-
po y dinero.

El objetivo de este estudio
fue acelerar la recuperacién
del genoma del padre recu-
rrente, mediante la deteccion
de plantas idénticas al PR
para un conjunto de marca-
dores moleculares utilizados
en generaciones tempranas en
un programa de retrocruzas
para la incorporacién de un
gen de resistencia a P.
grisea. Se caracteriz6 la rela-
cién entre la proporcion del
genoma del PR y el porcen-
taje de similitud fenotipica

con este padre, de tal forma
de conocer cuales marcadores
estdn asociados con genes
responsables de la morfolo-

gia.
Materiales y Métodos

Material Vegetal

En 1988 se inicid el pro-
grama de retrocruzas para in-
corporar el gen de resistencia
a P. grisea. Como PR se uso
la variedad comercial “Cima-
rrén”, que presenta excelente
calidad industrial y caracteris-
ticas agrondmicas deseables;
sin embargo, tiene la desven-
taja de ser susceptible a
piricularia. Como PD se utili-
z6 la variedad “Fonaiap 17,
conocida por mostrar un am-
plio espectro de resistencia a
P. grisea. El esquema de
retrocruza forma parte de un
programa de mejoramiento
que contempla la produccién
de lineas isogénicas con dife-
rentes genes de resistencia,
las cuales pueden ser utiliza-
das para construir pirdmides
de genes que ofrezcan una
proteccion mds durable a la
piricularia.
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Evaluacion de la resistencia

Las plantas de las genera-
ciones RC F,, RCF,, RC,F,,
RC,F, y RCSF, fueron evalua-
das por su resistencia al hon-
go P. grisea. En cada caso se
seleccionaron los individuos
resistentes para la obtencion
de la siguiente generacion.
Las muestras de semilla se
sembraron en el invernadero
en bandejas de 50x20cm y se
inocularon a los 21 dias des-
pués de la siembra (dds). El
inéculo consistié de una sus-
pensién de conidias (5x103
conidias/cc) del aislamiento
monsporico 39003 de P. gri-
sea. Dicho aislamiento perte-
nece al linaje venezolano 1, es
el de mayor frecuencia en la
poblacién del patégeno en Ve-
nezuela y ha mostrado un am-
plio espectro de virulencia en
un grupo de cultivares dife-
renciadores. Ocho dias después
de la inoculacion, se realizé la
evaluacion para seleccionar las
plantas resistentes, utilizando la
escala del IRRI para P. grisea,
modificada en el CIAT (Fer-
nando J. Correa-Victoria, co-
municacion personal).

Evaluacion molecular

Extraccion y cuantificacion
del ADN. El niimero de plan-
tas resistentes seleccionadas
para las evaluaciones morfo-
l6gicas y moleculares en la
RC,F, y RC,F, fue de 123 y
185, respectivamente. En éstas
se realizé la extracciéon del
ADN utilizando el método
descrito por Dellaporta et al.
(1983) con modificaciones
menores. La calidad y canti-
dad del ADN se verificé en
geles de agarosa al 0,8%, uti-
lizando como referencia un
marcador de peso molecular
conocido (ADN del bacteri6-
fago Lambda).

Seleccion de iniciadores mi-
crosatélites polimorficos. Para
seleccionar los microsatélites
polimérficos a ser evaluados
en la progenie se probaron en
los parentales “Cimarrén” y
“Fonaiap 1” 36 SSR ubicados
en los 12 cromosomas del
arroz. Cada reaccion de PCR
se desarroll6 en un volumen

final de 20ul, el cual contenia
tamp6én para PCR (10mM
Tris-HCI, pH 8,3; 50mM
KCI); 1,5mM MgCl; 0,325mM
dNTPs; 0,2uM de cada inicia-
dor directo y reverso; 0,5U de
taq polimerasa y 20ng de
ADN. La amplificacién del
ADN se realiz6 en un termo-
ciclador MJ Research® mode-
lo PT-100, bajo los siguientes
perfiles de temperatura: un ci-
clo de desnaturalizacién ini-
cial por 5Smin a 94°C, seguido
por 34 ciclos de desnatu-
ralizacion a 94°C por 45seg;
2min de alineamiento de los
iniciadores a 56°C y 15seg de
extension a 72°C. Por ultimo,
se agregd un ciclo de exten-
sién final a 72°C por 5Smin.

Electroforesis. Los productos
amplificados fueron someti-
dos a electroforesis en geles
de agarosa al 3% o poliacri-
lamida al 6%, dependiendo
del tamano del segmento de
ADN amplificado. Se usaron
marcadores de talla mo-
lecular para establecer el ta-
maifio (pb) de los diferentes
alelos. Una vez realizada la
electroforesis se procedid a
la tincién con bromuro de
etidio (geles de agarosa) o ni-
trato de plata (geles de poliacri-
lamida) usando el kit Promega
(SILVER SEQUENCE™). Es-
tos dltimos se dejaron secar
por 24h para proceder a
examinarlos y registrar la in-
formacion.

Evaluacion de los microsatéli-
tes en la progenie. Los inicia-
dores que generaron polimor-
fismo en los padres fueron
evaluados en la progenie. La
amplificacién del ADN y la
electroforesis se realizaron
bajo las condiciones previa-
mente estandarizadas. La in-
formacién de los microsatéli-
tes en la progenie incluyé la
caracterizacion genética. Cada
locus microsatelital se registrd
en una matriz con una fila
para cada individuo y una co-
lumna para cada locus. Se
consideraron homocigotos
aquellos individuos que pre-
sentaron una sola banda idén-
tica a la de uno de los padres
y heterocigotos los que pre-
sentaron las dos bandas, re-

JVERDIENDIA yuN 2006, VOL. 31 N° 6

gistrdndose tres genotipos:
AA= homocigotos para el pa-
dre recurrente “Cimarron”,
AB= heterocigotos, y BB=
homocigotos para el padre
donante “Fonaiapl”.

Evaluacion morfologica

Para detectar alguna rela-
cién entre los individuos se-
leccionados por presentar una
mayor proporcién del genoma
del GPR y el fenotipo carac-
teristico de la variedad, las
plantas resistentes selecciona-
das se transplantaron al cam-
po para realizar la evaluacion
fenotipica planta a planta, en
hileras de 3m de largo, con
una distancia de siembra de
30cm entre hileras y 25cm
entre plantas. Se sembraron
cuatro hileras del PR “Cima-
rrén” cada 10 hileras para fi-
nes de comparacién. Las me-
diciones se realizaron en cada
planta utilizando descriptores
varietales que incluyeron nu-
mero de macollos, dias a flo-
racién, altura de la planta y
longitud de la hoja bandera.
También se evalud el aspecto
general de la planta en com-
paracion con “Cimarrén” me-
diante una escala de 1 a 3,
donde 1, 2 y 3 corresponden
a muy parecido, moderada-

mente parecido y ningin pa-
recido a cimarrén, respectiva-
mente.

Andlisis de resultados

Se utilizé el programa GGT
(Van Beerlo, 1999) para cuan-
tificar en los individuos de la
RC,F, y RC;F, la proporcion
del GPR. Se obtuvo una re-
presentacion grafica de las re-
giones cromosdmicas evalua-
das, tanto por grupo de liga-
miento como por individuos,
asi como las estadisticas acer-
ca de la proporcién del ge-
noma que provino de cada
padre. Los individuos con
mayor proporcion del PR fue-
ron seleccionados y usados
como padres de la siguiente
generacion.

De acuerdo al esquema de
cruzamiento, se esperd para
cada marcador independiente
del gen de resistencia las pro-
porciones genotipicas 13/
16AA : 2/16AB 1: 1/16BB en
RC,F, y 7/8AA : 1/8AB en la
RC,F, (Figura 1). Para verifi-
car si cada marcador SSR se
ajustaba a la segregacion es-
perada, se estimé la frecuen-
cia genotipica observada y su
intervalo de confianza (IC),
asumiendo una distribucién
binomial. Se prob¢ si la pro-

“Cimarrén”

P1 (Susceptible) l

'
'
v

RC, Fy [/ AA:2,AB]

RCsFy [16 AA 1 %/,5BB]

“Fonaiap 1”
Padre recurrente [AA] X Padre donante [BB]
P2 (Resistente)
P1[AA] x F1 [AB]

RC,F, [V2AA : /2AB]

P1[AA] x RC,F, [*/; AA : 2,AB : '/,BB]

P1[AA] X RC, F, [/, AA: %/,,AB: '/,;BB]

l [81,25 %AA 1 12,5 %AB : 6,25 %BB]

[87,5% AA :12,5% AB]

Autofecundacion

Autofecundacion

Figura 1. Esquema de segregacion de un marcador molecular independiente
del gen para resistencia a P. grisea, en un programa de retrocruzamiento con
el PR “Cimarrén” asistido por marcadores moleculares.
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PORCENTAJES DE INDIVIDUOS HOMOCIGOTOS Y HETEROCIGOTOS SEGUN

TABLA 1

LA SEGREGACION DE MARCADORES MICROSATELITES EN LAS GENERACIONES
RC,F, Y RC;F, DEL CRUCE ENTRE LOS CULTIVARES “CIMARRON” Y “FONAIAP 1~

Marcador  Ubicacién Tamafio Tamaiio RC,F, 123 individuos RC;F, 185 individuos
Crom Min Mix %o %
AA AB BB AA AB BB

RM221 2 187 193 100 0 0 100 0 0
RM207 2 71 139 100 0 0 100 0 0
RM263 2 158 198 100 0 0 100 0 0
RM185 4 195 200 26,02 24,39 48,78 59,46 40,54 0
RM334 5 125 150 60,16 32,52 6,504 85,95 14,05 0
RMI11 6 90 110 100 0 0 100 0 0
RM400 6 175 200 100 0 0 100 0 0
RM70 7 125 200 51,22 27,64 122 81,62 18,38 0
RM248 7 90 95 68,29 13,01 11,38 87,57 12,43 0
RMI11 7 120 145 52,85 3496 11,38 60 40 0
RM346 7 140 175 32,52 55,28 11,38 76,76 23,24 0
RM72 8 130 140 90,24 4,87 1,62 96,76 1,08 2,16
RM310 8 60 90 98,37 1,62 0 96,76 3,24 0
RM242 9 190 195 100 0 0 100 0 0
RM296 9 120 125 84,55 5,69 8,94 82,16 17,84 0
RM228 10 100 105 99,19 0,81 0 98,38 1,62 0
RM216 10 210 260 98,37 1,63 0 99,46 0,54 0
RM144 11 214 255 100 0 0 100 0 0
RM224 11 175 190 100 0 0 100 0 0
RM332 11 155 160 100 0 0 100 0 0
RM17 12 162 184 100 0 0 100 0 0

AA: porcentaje de individuos homocigotos para el PR, AB: heterocigotos, y BB:

tos para el PD.

porcién tedrica quedaba in-
cluida dentro del intervalo de
confianza, donde su acepta-
cién sugeriria una segregacion
no sujeta a seleccion alguna.

Para estimar la relacién de
los individuos seleccionados
por presentar mayor porcenta-
je de similitud genotipica
(PSG) con cimarrén y las va-
riables morfolégicas, las va-
riables cuantitativas nimero
de macollos, dias a floracion,
altura de la plantas y longitud
de la hoja bandera fueron
analizadas por métodos para-
métricos. Para ello se calculd
el IC para cada variable con
una confianza de 95%. Consi-
derando los IC de cada varia-
ble se formaron dos clases,
una para los individuos cuyo
valor de la variable esta in-
cluida dentro del IC y otra
para los individuos donde el
valor de la variable estaba ex-
cluido. Se realizé el andlisis
de las varianzas aplicando una
prueba de t normal cuando
las variables cumplian con el
supuesto de normalidad y una
prueba de t aproximada cuan-
do las variables violaron di-
cho supuesto. Se utiliz6 el

434

programa estadistico SAS
para estos andlisis.

Para medir el grado de aso-
ciacién de las variables mor-
folégicas con los marcadores
moleculares se estim6 la co-
rrelacion de una medida de
distancia fenotipica entre cada
individuo y el PR versus el
PSG. La distancia fenotipica
se bas6 en la distancia
euclideana obtenida a partir
de las variables estandariza-
das, segin el programa
NTSYS (version 2.0)

Resultados y Discusion

De los 36 iniciadores eva-
luados en los parentales solo
21 (58,33%) resultaron poli-
morficos; dichos iniciadores
se encuentran distribuidos en
casi todos los cromosomas
del arroz excepto de los
cromosomas 1 y 3 (Tabla I).

En promedio, el porcentaje
de individuos homocigotos
para el PR aumenté de la
RC,F, (83,84%) a la RC;F,
(91,66%) como era de espe-
rarse por la continua introduc-
cién en la poblacion de alelos
del PR. En la RC,F, el

porcentaje de individuos homocigo-

1,62% de las plantas evalua-
das presentaron 100% de si-
militud con el PR para los
marcadores evaluados, mien-
tras que en RC,F, el porcen-
taje fue 11,35%. La mayoria
de los individuos mostraron
entre 80,95 a 85,71 y 85,7 a
90,48% de similitud en la
RC,F, y RC,F,, respectiva-
mente (Figura 2).

De los 21 iniciadores poli-
morficos evaluados en las
progenies (RC,F, , RC;F)),
11 resultaron ser homocigo-
tos para el PR en todos los
individuos analizados, indi-

cando que la mayoria de los
alelos del PR ya habian sido
fijados en la RC,F,. Por otro
lado, los iniciadores que se-
gregaron presentaron un
comportamiento un poco di-
ferente al esperado en cada
generacion de retrocruza. En
las generaciones RC,F, y
RC,F, las proporciones espe-
radas de los loci de indivi-
duos homocigotos para el PR
deberian ser 0,81 y 0,875,
respectivamente (Figura 1).
Quizdas la desviacién en la
segregacién observada, con
respecto al esperado, se de-
bié al bajo nimero de indivi-
duos escogidos para realizar
los cruces, el cual fue de 30
y 20 para la obtencién de la
RC,F, y RC,F,, respectiva-
mente.

Los intervalos de confian-
za calculados para cada mar-
cador en ambas retrocruzas
no mostraron solapamiento
entre ellos (Tabla II), lo cual
indica un aumento significa-
tivo en el porcentaje de in-
dividuos similares al PR de
la RC,F, a la RC;F,, excep-
tuando los marcadores
RM72, RM310, RM296,
RM228 y RM216 donde el
aumento no fue significativo.
En la RC,F, la mayoria de
los individuos ya tenian esos
alelos fijados para el PR,
manteniéndose esta tenden-
cia en la RC5F,. El marca-
dor RM11 localizado en el
cromosoma 7 tampoco mos-
tré un aumento significativo
en la recuperacién del PR de
una generacion de retrocruza
a otra y al observar el por-
centaje de homocigotos para
el PR se evidencia una ten-
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Figura 2. Frecuencia de individuos relacionados al porcentaje de similitud
genotipica (PSG) con el padre recurrente “Cimarrén”.
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TABLA 1I

INTERVALOS DE CONFIANZA PARA EL PORCENTAIJE

DE INDIVIDUOS HOMOCIGOTOS PARA EL PR EN LAS
GENERACIONES DE RETROCRUZA RC,F, Y RC;F,
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Marcador RC,F, RC,F, 5%°¢

(123 Individuos) (185 Individuos)

AA? ICb AA? ICb
RM 185 26,02 18,2-33,37 59,40  52,3-66,5 *
RM 334 60,16  51,5-68,8 85,95  80,9-90,9 *
RM 70 51,22 42,3-60,0 81,62  76,0-87,2 *
RM 248 68,29  60,0-76,5 87,57 82,8-92.3 *
RM 11 52,85 44,0-61,6 60,00 52,9-67,0 n.s
RM 346 32,52 24,2-40,7 76,76 70,6-82,8 *
RM 72 90,24  85,0-95.4 96,76  94,2-99.3 n.s
RM 310 98,37  96,1-100 96,76  94,2-99,3 n.s
RM 296 84,55 78,1-90,9 82,16  76,6-87,6 n.s
RM 228 99,19  97,5-100 98,38  96,5-100 n.s
RM 216 98,37  96,1-100 99,34  94,8-100 n.s

a: % de individuos homocigotos para el PR detectados por el marcador; b: inter-
valo de confianza; c: significacion al 5%; *: significativo; n.s.: no significativo.

dencia del marcador hacia el
PD.

En este tipo de estudio es
conveniente utilizar un mayor
nimero de marcadores para
realizar una cobertura mds
completa del genoma. Cuando
el nimero de marcadores es
limitado, la seleccidén es mas
eficiente en etapas tempranas
(RC, y RC,), donde los mar-
cadores estan ligados a gran-
des bloques de genes, permi-
tiendo cubrir una mayor pro-
porcién del genoma. Lo con-
trario ocurre en generaciones
avanzadas donde el entrecru-
zamiento rompe el ligamiento,
disminuyendo cada vez mds
la proporcién monitoreada por
el marcador.

Posible asociacion de
los marcadores con el gen
de resistencia incorporado

La alta proporcion de hete-
rocigotos encontrada en
RC,F, y RC,F, para algunos
marcadores revela una posible
asociacion con el gen de re-
sistencia transferido. Los mar-
cadores RM70, RMI1 vy
RM346, ubicados en el cro-
mosoma 7, presentaron esta-
disticamente una mayor pro-
porcién de heterocigotos que
la esperada (12,5%) en la
RC,F, (Tabla I). Es posible
que el gen de resistencia se
encuentre en el cromosoma 7
y que esa tendencia hacia el
PD sea debido al ligamiento

de estos marcadores con
genes de resistencia del PD,
efecto conocido como “arras-
tre genético” o linkage drag.
El marcador RM11 fue el que
mostré una mayor proporcion
de heterocigotos en la RC;F,,
por lo que posiblemente este
marcador se encuentre mds
proximo al gen de resistencia.
Ademds, se observa que a
medida que los marcadores
estin mds cercanos del
centromero hay una tendencia
a aumentar la proporcion de
heterocigotos y a disminuir la
de homocigotos para el PR,
por lo que pudiera sugerirse
la ubicacion del gen de resis-
tencia cercana a la regidén
centromérica del cromosoma
siete (Figura 3). El comporta-
miento de tres de los cuatro
marcadores evaluados en el
cromosoma 7 (Figura 3) se-
gregando en las retrocruzas
RC,F, y RCF, apoyan ésta hi-
pétesis, ya que la tasa de re-
torno hacia el genotipo del
PR es menor en el cromoso-
ma portador del gen, que en
los cromosomas no portadores
(Hospital, 2002).

La informacién generada en
el presente trabajo es un pri-
mer paso para conocer la ubi-
cacion del gen y su manipula-
cion en los programas de me-
joramiento. Los marcadores
ligados al gen facilitarian el
desarrollo de lineas isogéni-
cas, paso necesario para la
formacion de pirdmides de
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Figura 3. Cromosomas 4 y 7 con la ubicacién de los marcadores microsa-
télites (recuadros) evaluados en plantas de la RC,F, y RC;F,.
Fuente: http:/ars-genome.cornell.edu/rice/.

genes como una estrategia
efectiva en la bisqueda de re-
sistencia durable a P. grisea.
Sin embargo; en este caso,
los estudios de ubicacién del
gen serian complejos por la
existencia de una regién en
otro cromosoma con las mis-
mas caracteristicas. El marca-
dor RM185, ubicado en el
cromosoma 4, presenté un
comportamiento similar al
RMI11, RM70 y RM346, indi-
cando la posibilidad de otro
gen de resistencia, no eviden-
ciado en las generaciones se-
gregantes de estudios previos.

De ser posible la identifi-
cacién de marcadores asocia-
dos a un gen de resistencia
en “Fonaiap 17, seria factible
utilizar la estrategia propues-
ta por Chen et al. (2000)
para maximizar la eficiencia
de la SAM, en la cual se
debe realizar la seleccién en
dos generaciones de retrocru-
zas. En la RC/F, se deberia
seleccionar recombinantes
para uno de los marcadores
flanqueantes al gen y en la
RC,F, seleccionar recombi-
nantes para el otro marcador

flanqueante, con el fin de
minimizar el arrastre genéti-
co. Luego, seleccionar los in-
dividuos doble recombinantes
por “background”, es decir
con marcadores ubicados en
los cromosomas no portado-
res del gen para recuperar el
genoma del PR. Si se asume
una distancia de 1cM entre
ambos marcadores flanquean-
tes y el gen en la primera
generacion de retrocruza se
esperaria que la frecuencia
de que ocurra una recombi-
nacién en alguno de los la-
dos sea de 2%. De modo que
se necesitarian solo 50 indi-
viduos en la RCF, para se-
leccionar un individuo re-
combinante entre el gen y
uno de los marcadores y 100
individuos para obtener un
individuo recombinante en el
otro marcador en la RC,F,.

Asociacion de los marcadores
moleculares con los
caracteres morfologicos

De las cuatro variables
morfoldgicas cuantitativas
evaluadas, solo el macolla-
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TABLA III

VALORES DE LAS PROBABILIDADES DEL ANALISIS DE INTERVALOS DE CONFIANZA
PARA LAS VARIABLES MORFOLOGICAS Y LA VARIABLE PSG CON “CIMARRON”

Variable RC,F, RC;F,
PSG PSG
Clase Si' Clase No? P Clase Si' Clase No? P
Macollamiento 84,1821 83,928 0,8978 89,7243 92,3611 0,0186
Floracion 85,7142 84,0862 0,6155 91,6219 92,0634 0,5739
Altura de planta 88,8888 84,0476 0,0849 92,3541 91,3611 0,2011
Longitud de HB 84,9420 83,8316 0,2614 91,1564 91,9576 0,3589

! Clase Si: Medias de los individuos incluidos en intervalo de confianza, estadisticamente iguales a “cimarrén” en
morfologia. 2 Clase No: medias de los individuos excluidos del intervalo de confianza, estadisticamente distintos a “ci-

marrén” en morfologia. 0=0,05.

miento en la RC,F, presentd
cierta asociacién con el % de
similitud genotipica con el PR
(Tabla III). Ello indica que
con estos marcadores un ma-
yor % de similitud con el PR
estd asociado con un mayor
nimero de macollos. El ma-
collamiento (nimero de ma-
collos) es considerado una de
las caracteristicas morfoldgicas
mds importantes del cultivar
“Cimarrén”, por lo que este
hecho es ventajoso para acele-
rar la recuperacién del PR.
Los coeficientes de correla-
cién de Pearson de 0,05120 y
0,0098 para la RC,F, y
RC,F,, respectivamente, no
mostraron asociacién alguna
entre el PSG con el PR y la
distancia euclidiana calculada
a partir de las variables mor-
folégicas. Esto indica que las
plantas con mayor PSG con
el PR no necesariamente pre-
sentan una mayor similitud
fenotipica. El nimero de mar-
cadores utilizados en este es-
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tudio pudo afectar la signifi-
cacién de las correlaciones
con el fenotipo. Un bajo nu-
mero de marcadores disminu-
ye la probabilidad de que
puedan estar ligados a los
genes que condicionan los ca-
racteres morfoldgicos evalua-
dos; por lo tanto, no reflejan
las variaciones que éstos pre-
sentan. Ademas, el efecto am-
biental en las evaluaciones fe-
notipicas posiblemente dismi-
nuy6 la capacidad de la prue-
ba de detectar estas correla-
ciones, ya que las evaluacio-
nes fueron realizadas en par-
celas sin repeticiones, espe-
cialmente por tratarse de ca-
racteristicas seguramente bajo
un control poligénico.
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