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RESUMEN

Con el objetivo de mostrar las técnicas de 
mapeo genético y QTL, así como el potencial de 
una de las especies silvestres de Solanum, se inves-
tigó las bases moleculares de la resistencia al frío 
en 2 especies silvestres. Inicialmente, se procedió 
con la construcción de un mapa genético y pos-
teriormente con el análisis de QTL (Quantitative 
trait locus) tanto para la resistencia como para la 
aclimatación al frío. Se utilizó una población F1 de 
73 individuos, proveniente de un cruce recíproco 
entre S. commersonii y S. cardiphyllum. En el 
estudio 420 RAPDs (random amplified polymor-
phic DNA) y 64 AFLP (amplified fragment lenght 
polymorphysm) correspondientes a combinacio-
nes de EcoRI/MseI fueron evaluados en ambas 
especies parentales. Se obtuvo 953 polimorfismos, 
donde 177 fueron específicos de S. commersonii 
y mostraron una segregación 1:1 en la población 
F1. El análisis de ligamiento dio como resultado 
95 marcadores ubicados en 12 grupos de liga-
miento, que corresponden al número haploide de 
esta especie. El tamaño acumulado de este mapa, 
específico de S. commersonii, fue de 194,5 cM, 
con un promedio de 2,05 cM entre loci. El análisis 
de QTL reveló la presencia de un sólo QTL para 
la aclimatación al frío. Y el análisis de regresión 
múltiple identificó 2 marcadores que explican el 
22,3% de la variación en la resistencia al frío y 5 
marcadores que explican el 43,8% de la variación 
relacionada con la aclimatación al frío. 

ABSTRACT

Genetic mapping and detection of QTLs 
in Solanum species. With the objective of showing 
the genetic mapping and QTL analysis techniques, 
as well as the potential of one of the wild Solanun 
species, the molecular basis of frost hardiness 
traits in this species was investigated. As a first 
step, a genetic map construction was initiated and 
quantitative trait locus (QTL) analysis of frost 
hardiness and cold acclimation performed. A 
pseudo-testcross F1 population consisting of 73 
individuals, segregating for both frost hardiness and 
cold acclimation, was derived from a cross between 
Solanum commersonii and S. cardiophyllum. A 
total of 420 RAPD (random amplified polymorphic 
DNA) primers and 64 AFLP (amplified fragment 
length polymorphism) EcoRI/ MseI primer 
combinations were screened on both parents to 
generate a total of 953 polymorphisms; of them, 
177 markers were S. commersonii specific and 
showed 1:1 segregation in the F1 population. The 
linkage analysis resulted in a 95-marker-map with 
12 linkage groups, corresponding to the haploid 
number of this species. The cumulative length of this 
S. commersonii-specific map is 194.5 cM, with an 
average of 2.05 cM between contiguous loci. QTL 
analysis using simple interval and simple composite 
interval mapping revealed only 1 significant QTL 
for cold acclimation. Multiple regression analysis 
identified 2 markers that accounts for 22.3% of 
the variation in frost hardiness and 5 markers that 
jointly accounted for 43.8% of the variance in cold 
acclimation potential. 
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INTRODUCCIÓN

La papa es cultivada principalmente en la 
zona temperada y en las partes altas de los Andes 
en América del Sur, donde las heladas con fre-
cuencia reducen la producción así como la cali-
dad del cultivo (Barrientos et al. 1994, Estrada 
et al. 1993, Vega y Bamberg 1995). La papa 
cultivada, Solanum tuberosum, tiene muy poca 
resistencia al frío, mientras que muchas de las 
especies silvestres, que no producen tubérculos 
o estos son pequeños, son mucho más resistentes 
(Chen y Li 1980). Como las especies silvestres 
son fuente potencial de genes de resistencia al 
frío, muchos genotipos han sido evaluados para 
esta característica (Chen y Li 1980, Hanneman y 
Bamberg 1986, Li 1977, Palta y Li 1979, Vega y 
Bamberg 1995). 

En los estudios con especies silvestres 
también se encontró que algunas especies como 
S. acaule y S. commersonii son capaces de acli-
matarse al frío, pero otras como S. cardiophyllum 
y S. tuberosum no tienen esta capacidad (Chen y 
Li 1980). De acuerdo con esta información sería 
deseable combinar el gran potencial de produc-
ción de S. tuberosum con la resistencia al frío de 
parientes silvestres como Solanum commersonii, 
que ha sido la mayor fuente de resistencia al frío. 
Esto puede ser posible transfiriendo los genes 
de resistencia al frío de las especies silvestres 
de Solanum a las especies cultivadas mediante 
mejoramiento convencional (Estrada 1987), o 
por hibridación somática (Cardi et al. 1993a,b, 
Nyman y Waara 1997); sin embargo, estos pro-
cesos toman tiempo, y la información que hay 
acerca de la herencia de la resistencia al frío en 
especies de Solanum es escasa.

La base genética de la resistencia al frío 
en muchos cultivos ha sido considerada como 
una herencia poligénica (Limin y Fowler 1983, 
Thomashow 1990). Esta característica de la 
herencia de resistencia al frío ha sido estudiada 
a través de técnicas de análisis cuantitativos 
(Eunnus et al. 1962). En las especies de Solanum 
el modo en que se heredan la resistencia y la acli-
matación al frío ha sido estudiado en poblaciones 

F1 y retrocruces de Solanum commersonii y S. 
cardiophyllum (Stone et al. 1993). Estas 2 espe-
cies tienen una capacidad contrastante para la 
resistencia y la aclimatación al frío. S. commerso-
nii es una especie resistente, que además tiene la 
capacidad de aclimatarse al frío, mientras que S. 
cardiophyllum es sensible al frío y no se aclima-
ta. Los autores encontraron además, que ambas 
características tienen un control genético dife-
rente. Más aún, los análisis de medias indicaron 
que la varianza para ambas características puede 
ser explicada mediante un modelo de dominancia 
aditiva donde ambas características se comportan 
como parcialmente recesivas. El hecho de que 
ellos pudieran recuperar los genotipos parentales 
en poblaciones pequeñas, provenientes de los 
retrocruces, sugiere que ambas características 
están controladas por relativamente pocos genes. 

Por lo anterior y con el objetivo de dilu-
cidar las bases moleculares de la resistencia y la 
aclimatación al frío en especies de Solanum, se 
siguió la metodología descrita por Stone et al. 
(1993) para producir progenies F1 y de retrocru-
ces provenientes del cruce entre S. commersonii 
y S. cardiophyllum. 

Con el uso de marcadores moleculares se 
construyó un mapa genético, el cual representa 
el genotipo de S. commersonii. A los individuos 
de la población se les realizó un estudio sobre la 
expresión de la resistencia al frío per se, así como 
de la capacidad de aclimatación; esto fue posible 
mediante la medición de los iones liberados por 
secciones de hojas sometidas a diferentes tempe-
raturas, la técnica ha sido utilizada ampliamente 
(Chen et al. 1999a,b, Carputo et al. 2003, Iovene 
et al. 2004) . Esta información representa el 
fenotipo del individuo. Al unir la información 
referente al genotipo y al fenotipo del individuo 
se puede realizar el análisis de QTLs (Tinker y 
Mather 1995).

El QTL es una herramienta muy útil en la 
disección de características genéticas complejas, 
como la resistencia al frío, por ejemplo. QTLs 
relacionados con la resistencia al frío han sido 
detectados en cebada (Hayes et al. 1993, Pan et 
al. 1994), trigo (Galiba et al. 1995), una Brásica 
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oleaginosa (Teutonico et al. 1995), y eucalipto 
(Byrne et al. 1997). También en cebada se ha 
hecho análisis de QTL relacionados con la resis-
tencia a enfermedades (Sato et al. 2001). 

En papa, han sido construidos una serie 
de mapas de ligamiento (Bradshaw et al. 1998, 
Freyre et al. 1994, Gebhardt et al. 1991, Jacobs 
et al. 1995, Meyer et al. 1998, Melbourne et al. 
1998, Rouppe van der Voort et al. 1997, 1998a,b, 
Tanksley et al. 1992, van der Berg et al. 1996a,b, 
Yenko et al. 1998, Tommiska et al. 1998). Estos 
mapas han sido utilizados con mucho éxito para 
localizar QTLs asociados con la resistencia a 
diferentes especies de nematodos formadores 
de quistes (Bradshaw et al. 1998, Rouppe van 
der Voort et al. 1998b), dormancia de tubérculos 
(Freyre et al. 1994, van der Berg et al. 1996b), 
tuberización (van der Berg et al. 1996a), resisten-
cia al tizón tardío (Meyer et al. 1998), y contenido 
de ácido abscísico relacionado con la dormancia 
(Simko et al. 1997).

Los objetivos del presente estudio fueron: 
1- iniciar la construcción de un mapa de liga-
miento basado en los marcadores moleculares 
RAPD y AFLP; y realizar un análisis de QTL 
para determinar las asociaciones entre los marca-
dores moleculares y la resistencia y aclimatación 
al frío en S. commersonii. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

Dos especies silvestres diploides del géne-
ro Solanum, fueron utilizadas para este estudio. 
Solanum commersonii Dun (cmm), resistente al 
frío y que además tiene la capacidad de aclima-
tarse; y Solanum cardiophyllum Lindl. (cph), que 
es sensible al frío y que no tiene la capacidad de 
aclimatarse (Chen y Li 1980). Las semillas de 
ambas especies fueron obtenidas de la Estación 
Inter-Regional de Introducciones de Papa, loca-
lizada en Sturgeon Bay, Wisconsin, EE.UU. La 
identificación de las semillas para cmm es PI 
243503 y para cph PI 184762.

La germinación de las semillas y el creci-
miento de las plantas se realizó en una mezcla de 
suelo que contenía piedra pómez:peat moss:suelo 
limo arcilloso en proporción 2:1:1, las plantas 
fueron mantenidas durante todo el experimento 
en el invernadero. 

Con la madurez de las plantas se realizó 
la polinización de las mismas para obtener final-
mente 73 plantas F1 resultantes del cruce cmm 
x cph. Donde cmm fue utilizada como madre 
y cph como padre. Cada individuo de la F1 fue 
propagado clonalmente, mediante estacas, las 
cuales fueron enraizadas en perlita en condi-
ciones de alta humedad. Las condiciones de 
crecimiento fueron 20ºC±2ºC, un fotoperiodo 
de 14 horas y una intensidad lumínica de 180  
µES-1m-2. Todas las plantas fueron fertilizadas 
cada 2 meses con Nutricot-100, un fertilizante 
de lenta liberación.

Extracción del ADN

El ADN genómico fue extraído de hojas 
jóvenes de cada individuo, la metodología utili-
zada fue la descrita por Dellaporta et al. (1983) 
con pequeñas modificaciones. Brevemente, 150 
µg de tejido foliar fue macerado en un tubo de 
microcentrífuga Eppendorf y homogeneizado en 
0,5 ml de buffer de extracción (EDTA 10 mM 
pH 8, NaCl 0,35 M, SDS 2%, Tris-HCl 50 mM 
pH 8, urea 7 M, y agua). Las muestras fueron 
mantenidas en hielo todo el tiempo y se les 
adicionó 0,5 ml de fenol:cloroformo (1:1). Acto 
seguido, los tubos fueron invertidos suavemente 
durante 5 min y posteriormente centrifugados 
a 14000 rpm a 4ºC por 3 min. La fase acuosa 
fue transferida a un tubo nuevo, se le adicionó 
5 ml de cloroformo y el proceso de inversión y 
centrifugación fue realizado de igual forma al 
descrito anteriormente. Luego, la fase acuosa fue 
transferida una vez más a un tubo nuevo donde se 
le agregó 1/10 volúmenes de acetato de sodio 3 M 
y 2 volúmenes de etanol absoluto para precipitar 
el ADN. El tubo fue centrifugado a 14000 rpm 
por 1 min. El pellet fue resuspendido en 50 µl de 
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buffer TE pH  8, se le agregó 1 µg µl-1de ARNasa 
y fue incubado a 65ºC por 30 min.

A las muestras se les realizó una nueva 
extracción con fenol:cloroformo, tal y como fue 
descrito anteriormente. El pellet fue lavado con 
etanol al 70% y resuspendido en 50 µl de buffer 
TE. La cantidad de ADN obtenida fue determi-
nada mediante espectrofotometría. Este método 
produjo, en promedio, 25 µg de ADN con una 
relación 260:280 de 1,8±0,1.

Amplificación del ADN con RAPDs

El ADN genómico fue amplificado 
mediante PCR (reacción en cadena de la polime-
rasa). Se preparó muestras de 25 µl que contenían 
50 mM de KCl; 10 mM Tris-HCl pH 8,3; 1,9 
mM MgCl2; dATP, dCTP, dGTP y dTTP (100 
µM de cada uno); 0,75 U de Taq polimerasa; 
0,2 µM de cada imprimador -RAPD- [Operon 
Technologies; Alameda, California y University 
of British Columbia (UBC)]; y 20 ng de ADN.

La amplificación se llevó a cabo en un 
termociclador Perkin Elmer modelo 9600; el cual 
fue programado con 45 ciclos a 94 ºC por 50 s, 37 
ºC por 1 min, 54 ºC por 20 s y 72 ºC por 1 min 
con 45 s. Todo esto seguido por 1 ciclo a 72 ºC de 
14 min con 45 s para la extensión final. 

Los productos del PCR fueron separados 
mediante electroforesis en geles de agarosa al 
2% y visualizados con bromuro de etidio en un 
transiluminador de luz ultravioleta. Las fotogra-
fías de los geles fueron tomadas con película 
Polaroid 667.

Evaluación de los RAPDs

Para el análisis de los padres, fueron eva-
luados de la serie Operón, los imprimadores de 
los grupos A-G, y de los UBC los grupos 100, 
300 y 400, para un total de 120 imprimadores. 
Los loci fueron categorizados como “-” para 
la ausencia y como “+” para la presencia de la 
banda. Como los imprimadores de la serie G, de 
Operón, y de la serie 400 de UBC no mostraron 
polimorfismos en los padres, fueron excluidos 

del análisis de la progenie. Los pesos molecula-
res de los fragmentos fueron determinados por 
comparación con un estándar de 1 Kb (Gibco 
BRL). Para la identificación de los marcadores 
se utilizó el nombre seguido del tamaño (pb) del 
fragmento.

En un cruce recíproco, para marcadores 
dominantes como los RAPDs, se espera que la 
población F1 muestre una relación 1:1, lo que 
indica que solo la banda de uno de los padres 
está presente y que este padre es heterocigoto. 
Sin embargo, en cultivos donde no hay autopoli-
nización debido a alguna autoincompatibilidad, 
ambos padres son considerados heterocigotos y 
se puede obtener segregaciones 3:1. Los marca-
dores obtenidos en la F1 fueron categorizados 
de acuerdo a su origen parental y tipo de segre-
gación. El tipo de segregación fue determinado 
mediante una prueba de Chi-cuadrado (p≤0,05). 
Los marcadores que mostraran una segregación 
1:1 ó 3:1 serían considerados informativos. Las 
amplificaciones fueron realizadas 3 veces para 
verificar la reproducibilidad de los datos.

Amplificación del ADN con AFLPs

Fueron utilizados los “kits” de la compa-
ñía Perkin Elmer, excepto por las enzimas MseI, 
EcoRI y ligasa T4, y la albúmina de suero bovino 
(BSA), reactivos que fueron adquiridos en Gibco 
BRL. Para el análisis y mapeo con los AFLP™ 
se siguió los protocolos del suplidor (PE Applied 
Biosystems, Foster City, CA). En breve, 0,5 µg de 
ADN genómico fueron digeridos con las enzimas 
MseI y EcoRI, los adaptadores fueron ligados a 
los fragmentos de restricción. Luego se realizó 
una amplificación pre-selectiva de las secuencias 
del producto restricción-ligación. Una vez que la 
amplificación ocurrió, se realizó una amplifica-
ción selectiva usando imprimadores específicos 
para MseI y EcoRI. Los imprimadores para 
EcoRI fueron marcados con fluorescencia. 

La identificación individual de los 
imprimadores es la siguiente: A-EcoRI-ACT; 
B-EcoRI-AAC; C-EcoRI-AAG; D-EcoRI-ACC; 
E-EcoRI-ACA; F-EcoRI-AGG; G-EcoRI-AGC; 
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H-EcoRI-ACG; 1-MseI-CAA; 2-MseI-CAC; 
3-MseI-CAG; 4-MseI-CAT; 5-MseI-CTA; 
6-MseI-CTC; 7-MseI-CTG; 8-MseI-CTT.

Los productos de la amplificación selec-
tiva fueron evaluados por electroforesis en 
geles de acrilamida, usando un secuenciador de 
ADN ABI Prism 377. Posteriormente, con la 
ayuda del software del mismo secuenciador y 
el GeneScan-500®, fue posible visualizar cada 
fragmento en forma individual y obtener los elec-
troferogramas específicos, estos últimos fueron 
analizados con el DNA fragment Genotyper® (PE 
Applied Biosytems, Foster City, CA) y así obtener 
el tipo de segregación de cada polimorfismo.

Evaluación de los AFLPs

Para la evaluación de los genotipos paren-
tales (cmm y cph) fueron evaluadas 64 combina-
ciones de AFLPs (A-H y 1-8, mencionado arriba). 
Cada banda fue visualizada con el GeneScan y 
luego evaluada con el Genotyper®, usando para 
ello la altura del pico y el tamaño de la banda (pb). 
Cada banda fue tratada como un locus, donde “0” 
indicó la ausencia de la banda y “1” la presencia de 
la banda. Al igual que con los RAPDs, los marca-
dores obtenidos en la F1 fueron categorizados de 
acuerdo a su origen parental y tipo de segregación. 
El tipo de segregación fue determinado mediante 
una prueba de Chi-cuadrado (p≤0,05). Los mar-
cadores que mostraran una segregación 1:1 ó 3:1 
serían considerados informativos. Las amplifica-
ciones fueron realizadas 3 veces para verificar la 
reproducibilidad de los datos.

Construcción del mapa de ligamiento

Tanto los RAPDs como los AFLPs fueron 
analizados con el uso del programa Mapmaker 
Versión 2.0 (Lander et al. 1987). Para asignar los 
grupos de ligamiento fueron evaluados logarit-
mos del cociente de verosimilitud del ligamiento 
(LOD, Wyszynski 1998) de 3 a 8 y frecuencias 
de recombinación de 0,2 a 0,4. LODs menores o 
mayores a 7,0 produjeron un número de grupos de 

ligamiento alejado de los 12 que corresponden al 
número haploide de cmm. Por tal motivo, los gru-
pos fueron generados utilizando un LOD mínimo 
de 7,0 y una frecuencia de recombinación máxi-
ma de 0,35. En todos los grupos de ligamiento 
los valores de recombinación fueron convertidos 
a centiMorgans (cM) usando la función Kosambi. 
La estimación del tamaño del mapa se hizo utili-
zando una función de mapeo de 2 puntos.

Análisis de los QTLs

El análisis de los QTLs en el mapa fue rea-
lizado mediante la función de mapeo de interva-
los, con que cuenta el programa MQTL (Tinker y 
Mather 1995). El análisis per se de los QTLs aso-
ciados a las características de resistencia y aclima-
tación al frío, fue posible utilizando los datos de 
fenotipo de cada individuo de la F1 (Sukumaran y 
Weiser 1972). Por tratarse de un cruce recíproco, 
los análisis genéticos fueron realizados con un 
modelo de retrocruces (Grattapaglia et al. 1995). 
También se realizó una prueba de permutas con 
1000 repeticiones junto con una prueba de falsos 
positivos al 5% para cada cromosoma, para así 
determinar la significancia de cada QTL. Para 
terminar se realizó regresiones múltiples entre los 
marcadores moleculares y las 2 características en 
estudio, usando los modelos del programa SAS 
(SAS Inst. 1994).

RESULTADOS

Marcadores moleculares

En total 420 imprimadores, del grupo de 
los RAPDs, fueron evaluados en los genotipos 
parentales (Cuadro 1), estos generaron 845 ban-
das polimórficas, de las cuales 434 fueron especí-
ficas para cmm y 411 específicas para cph. De los 
imprimadores que produjeron la mayor cantidad 
de bandas en ambos padres fueron seleccionados 
200 para ser evaluados en la F1. Se encontró que 
de esos 200 solo 66 produjeron bandas que fueron 
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reproducibles en forma consistente en la F1, y 
generaron 384 marcadores. De los 384 marca-
dores, 145 (37,8%) presentaron una segregación 
1:1, mientras que los restantes 239 (62,2%) pre-
sentaron segregaciones distorsionadas (p≤0,05). 
Ninguno de los RAPDs mostró segregación 3:1. 
Entre los 145 marcadores cuya segregación fue 
1:1, se encontró que 65 fueron específicos para 
cmm y 80 específicos para cph (Cuadro 1).

Con los AFLPs, 64 combinaciones de 
EcoRI/MseI fueron evaluadas en ambos genotipos 
parentales (Cuadro 1), de dichas combinaciones, 

10 produjeron la mayor cantidad de bandas poli-
mórficas y por lo tanto fueron seleccionadas para 
evaluar la población F1. En esta parte del estudio 
se obtuvo 569 polimorfismos, producto del aná-
lisis de la altura del pico de la banda, examinada 
con un limite de confianza máximo de 10, según 
el diseño del software del GeneScan®. De acuer-
do con la prueba de Chi-cuadrado, 262 de los 569 
marcadores mostraron una segregación 1:1, donde 
112 (43%) fueron específicos para cmm; cuando 
la segregación fue 3:1 solo 56 (21,4%) fueron 
específicos para cmm (Cuadro 2). 

Cuadro 1.	 Evaluación de los RAPDs y los AFLPs en los genotipos parentales (S. commersonii y S. cardiophyllum) y la F1.

Imprimadores Fragmentosa

Evaluados
cmm y cph

Seleccionados
cmm y cph

Evaluados
F1

Segregación 1:1

Total Seleccionados cmm cph

RAPD 420 66 66 384 145b 65 80

AFLP 64 10 10c 569 262d 112 56

a 	 Con base en la F1   
b 	 Segregación 1:1  
c  	 Combinación de imprimadores   
d  	 Segregación 1:1 y 3:1.

Cuadro 2.	 Evaluación de los AFLPs en una población F1 proveniente del cruce S. commersonii x S. cardiophyllum.

Específicos de cmm Específicos de cph

Combinación de 
imprimadores Total 1:1a 3:1a Total 1:1a 3:1a

AAG/CTG(C7) 36 23 6 24 6 6

ACC/CTA(D5) 28 8 9 22 8 4

ACC/CTC(D6) 17 10 5 14 3 2

ACA/CAC(E2) 15 2 2 10 3 2

ACA/CAG(E3) 35 7 5 23 4 4

ACA/CTA(E5) 24 8 3 31 8 5

ACA/CTG(E7) 54 19 7 29 7 5

ACA/CTT(E8) 40 22 12 31 5 6

ACG/CAC(H2) 43 7 4 35 7 2

ACG/CTG(H7) 35 6 3 23 5 2

Total 327 112 56 242 56 38

a	 Tipo de segregación
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Construcción del mapa de ligamiento

Los marcadores moleculares que mos-
traron una segregación 1:1 fueron considerados 
informativos y por lo tanto utilizados para la 
construcción del mapa de ligamiento. El mapa 
constó de 95 marcadores moleculares, ubicados 
en 12 grupos de ligamiento, que es precisamente 
el número haploide de cromosomas de estas espe-
cies de Solanum. A cada grupo de ligamiento se 
le asignó un número de 1 a 12 para efectos de 
identificación (Figura 1). Solo 5 (7,7%) de los 
RAPDs y 89 (79,5%) de los AFLPs fueron inclui-
dos en el mapa. 

El tamaño del mapa fue de 194,5 cM con 
un promedio de 2,05 cM entre loci contiguos. La 
lista e identificación de los marcadores incluidos 
en el mapa se presentan en el cuadro 3.

Análisis de los QTLs

El análisis de QTL detectó solo 1 pico 
significativo para la aclimatación al frío, en el 
intervalo entre los marcadores C712 y C733, 
ubicados en el grupo de ligamiento 7 (Figura 2). 
El pico presenta una significancia estadística de 
12,3, la cual es superior al 11,9 fijado como límite 
mínimo. 

Mediante una regresión simple, usando 
todos los marcadores (ligados y no ligados), se 
encontró que los marcadores D528 y C736, con 
R2=12,9 y 11,33, respectivamente; están asocia-
dos con la resistencia al frío (Cuadro 4). Si estos 
valores de R2 son analizados mediante una prue-
ba multilocus (p≤0,05) se nota que el R2 explica 
un 22,3% de la variabilidad en la resistencia al 
frío. El marcador C736 se encuentra localizado 
en el grupo de ligamiento 7, entre los marcadores 
C732/C729/C733 y C734 (Figuras 1 y 2). Estos 
resultados concuerdan con el análisis por pasos 
que se realizó en forma simultánea (Cuadro 4). 
Cuando la aclimatación fue analizada mediante 
una regresión simple, se encontró que 6 marca-
dores están relacionados con esta característica 
(p≤0,09) (Cuadro 5); por lo que fue realizada una 
regresión múltiple a los 6 marcadores. Se encon-

tró que 5 de ellos presentan una relación cercana a 
la aclimatación al frío y juntos explican un 43,8% 
de esta variación fenotípica; dato que fue corro-
borado por el análisis por pasos realizado simul-
táneamente. El marcador C712 está localizado en 
el grupo de ligamiento 7 mientras que el E311 se 
encuentra en el grupo de ligamiento 9 (Figura 1), 
los otros 3 marcadores no están ligados.

DISCUSIÓN

En este estudio, solo los RAPDs y los 
AFLPs que segregaron en relación 1:1 en la 
población F1 (cmm x cph), fueron utilizados 
para construir un mapa de ligamiento específi-
co para cmm. De los RAPDs evaluados, 60% 
mostró segregaciones distorsionadas (Cuadro 1). 
Esta es una características de los RAPDs, Cai 
et al. (1994) han reportado segregaciones dis-
torsionadas del 40% con estos marcadores. En 
forestales Krutovskii et al. (1998) encontraron 
segregaciones distorsionadas de 10-18% cuan-
do utilizaron RAPDs. También Gebhardt et al. 
(1991) reportaron 27% de distorsión en la segre-
gación de los RAPDs en su trabajo con genotipos 
diploides de papa. Una de las posibles razones 
acerca de por qué los RAPDs se desvían de las 
proporciones Mendelianas esperadas, es la falta 
de especificidad entre el imprimador y el ADN 
genómico durante el PCR, lo cual puede producir 
falsos positivos (Nozaki et al. 1997). También 
ha sido mencionado el efecto dominante de los 
genes de sensibilidad al frío así como el tama-
ño de la población en estudio, donde entre más 
pequeña es esta, mayores son las posibilidades 
de tener segregaciones distorsionadas (Chen et 
al. 1999a). Otros autores indican como posi-
bles causas de segregaciones distorsionadas los 
niveles de ploidía, particularmente en el caso de 
plantas tetraploides, y la naturaleza poligénica de 
la resistencia a las heladas (Richardson y Weiser 
1972, Stone et al. 1993); irregularidades durante 
la meiosis (Masueli et al. 1995); selección gamé-
tica o zigótica (Giovannini et al. 1993, Kreike 
y Stiekema 1997); y, apareamiento preferencial 
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Cuadro 3.	 Identificación y tamaño de los marcadores moleculares del mapa de ligamiento.

RAPDs Tamaño pb AFLPs Tamaño pb AFLPs Tamaño pb

U3551 1840,00 D516 122,71 E733 249,83

U3274 560,00 D64 98,30 E734 250,97

U3961 400,00 D65 126,75 E736 261,58

OA021 800,00 D66 128,00 E745 318,89

OC061 1100,00 D67 131,30 E747 350,16

AFLPs Tamaño pb D68 132,75 E749 382,08

C71 53,00 D69 149,13 E750 384,70

C72 65,00 D611 184,90 E751 388,99

C73 70,65 D612 191,55 E82 64,85

C74 72,46 D616 370,60 E83 68,86

C75 74,58 E217 273,00 E85 88,50

C77 79,34 E310 124,11 E811 123,20

C710 92,52 E311 138,27 E812 124,20

C711 115,22 E321 241,66 E816 155,10

C712 118,49 E330 422,16 E817 156,89

C715 127,54 E334 461,47 E819 160,17

C716 135,43 E510 148,20 E820 170,32

C719 164,16 E512 164,30 E822 182,82

C720 172,10 E519 188,91 E823 191,14

C724 237,86 E521 192,49 E828 199,14

C728 263,84 E522 196,98 E829 213,00

C729 268,70 E524 231,00 E830 216,12

C732 285,51 E527 279,17 E831 224,24

C733 317,29 E74 74,60 E834 265,00

C734 325,23 E76 96,26 E835 268,83

C735 353,30 E714 132,25 E837 282,12

C736 370,19 E716 141,65 E839 335,57

C738 410,77 E720 167,56 H718 176,59

D52 51,83 E721 171,72 H724 235,31

D53 64,75 E726 191,03 H733 432,51

D55 91,50 E730 230,79

D515 120,26 E732 239,67



AGRONOMÍA COSTARRICENSE40

Agronomía Costarricense 31(2): 31-47. ISSN:0377-9424 / 2007

C73834,9

21,8 C74

12,6
14,1
14,1
14,1
15,6
15,6
15,6
18,6
18,6
18,6
18,6
18,6

C720
C711
C712
C75
C732
C729
C733
C734
C728
C716
C710
C736

0,0

5,5
5,5
6,9
6,9
8,3

C735

C72
C73
C724
C719
C71

7

A B

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14

C735

C72

C73

C724

C719

C71

C720

C711

C712

C75

C732

C729

C733

C734

C728

C716

C710

C736

C74

C738

C735

C72

C73

C724

C719

C71

C720

C711

C712

C75

C732

C729

C733

C734

C728

C716

C710

C736

C74

C738

Nivel de significancia Nivel de significancia

Fig. 2.	 Actividad de los grupos de ligamiento para la resistencia al frío (A) y la aclimatación al frío (B). El mapa para el 
grupo de ligamiento 7 se basa en la segregación de los alelos provenientes de la población F1.

Cuadro 4.	 Relación de los marcadores moleculares con los QTLs asociados a la resistencia al frío.

Marcador R2

simple
R2

múltipleb
Por pasos

simple
Por pasos
múltiple

Signoc Grupo de
ligamiento

D528 12,91 12,91 + ?

22,30 22,31

C736 11,33 9,40 - 7

a	 Regresión simple 	
b	 Regresión múltiple 
c 	 + = Alelo positivo de cph	 - = Alelo positivo de cmm
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entre homólogos provenientes de las mismas 
especies (Williams et al. 1993).

Considerando el número de imprimadores 
evaluado, el número de polimorfismos detectado 
por los AFLPs fue mucho mayor que el detectado 
por los RAPDs. De la misma manera, el número 
de marcadores informativos también fue más alto. 
En un trabajo con RAPDs, Grattapaglia y Sederoff 
(1994), reportaron la presencia de menos de un 2% 
de marcadores segregando 3:1; lo cual concuerda 
con los trabajos de Krutovskii et al. (1998). En el 
presente estudio, no se encontró RAPDs segre-
gando en proporción 3:1. Sin embargo, tal y como 
se muestra en el cuadro 3, una tercera parte de 
los AFPLs considerados informativos mostraron 
una segregación 3:1. Un estudio realizado por 
Bradshaw et al. (1998) en Solanum tuberosum 
Subs. tuberosum, una especie de papa tetraploide, 
mostró proporciones de segregación 1:1, 3:1 así 
como distorsiones similares a las encontradas en 
este estudio con especies de diploides Solanum.

La segregación que mostraron los AFLPs 
fue de 3 tipos: 1:1, 3:1, y distorsionada. La poca 
cantidad de AFLPs segregando en proporción 
1:1, en este estudio, no es lo óptimo. No se sabe 
si estos resultados se deben a la naturaleza del 
tipo de cruce utilizado o al tipo de análisis de los 
datos con el sistema semi-automático que realizan 
el GeneScan y el Genotyper. Lo cual es confuso 
pues este software puede detectar diferencias en 

las bandas hasta de 0,5 pb. Bradshaw et al. (1998) 
y Marques et al (1998), cuando utilizaron auto 
radiografías convencionales obtuvieron marca-
dores segregando en proporción 3:1 y mostrando 
una segregación distorsionada en una proporción 
mucho más baja que la obtenida en este estudio.

Con los 95 marcadores obtenidos de los 73 
individuos de la F1, fue posible construir un mapa 
de ligamiento para la especie Solanum commer-
sonii, que es pequeño en comparación con el de 
S. tuberosum reportado por Jacobs et al. (1995), 
pero que se puede hacer crecer con más marcado-
res moleculares producto de otros estudios. Este 
mapa tiene una región más densa pero también 
presenta espacios con muy pocos marcadores. 
Esto podría deberse a la variación en los niveles 
o posición de los polimorfismos, las tasas de 
recombinación, e inclusive a desviaciones en el 
número de copias de secuencias específicas del 
genoma (Rouppe van der Voort et al. 1997, Van 
Eck et al. 1995). Evidentemente, el número bajo 
de marcadores asignado a los grupos de ligamien-
to, el tamaño de la población utilizada, y el uso de 
marcadores moleculares dominantes, pueden ser 
también responsables de los espacios con menos 
marcadores (Grattapaglia et al. 1995, Krutovskii 
et al. 1998, Marques et al. 1998, Meyer et al. 
1998, Van Eck et al. 1995, Wang et al. 1997). 

Por otro lado, la mayoría de los marcado-
res en las áreas más densas fueron AFLPs, con 

Cuadro 5.	 Relación de los marcadores moleculares con los QTLs asociados a la aclimatación al frío. 

Marcador R2

simplea
R2

múltipleb
Por pasos

simple
Por pasos
múltiple Signoc Grupo de

ligamiento

C712 15,87 15,87 - 7

U3012 11,68 10,18 - ?

U1452 10,15 43,80   6,70 43,81 + ?

E731 13,13   5,40 - ?

E311   6,45   5,70 - 9

a 	 Regresión simple	
b 	 Regresión múltiple 
c 	 + = alelo positive de cph	 - = alelo positive de cmm
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el mayor número en los grupos de ligamiento 5, 
7, y 11. Este agrupamiento de marcadores espe-
cíficos, aunque haya otros tipos de marcador en 
el mapa, ha sido documentado para AFLPs en 
papa (Rouppe van der Voort et al. 1998), RAPDS 
en Douglas-Fir (Krutovskii et al. 1998), RFLPs 
en tomate Tanksley et al. 1992), RFLPs en fri-
jol (Vallejos et al. 1992), RAPDs en eucalipto 
(Grattapaglia y Sederof 1994), RAPDs y micro-
satélites (GATA) en Lycopersicum (Grandillo y 
Tanksley 1996b), y RAPDs en manzana (Hemmat 
et al. 1994). Esta clase de agrupamientos, desde 
el punto de vista biológico, puede ser el resultado 
de una supresión de la recombinación genética en 
la heterocromatina alrededor de los centrómeros 
o en las regiones teloméricas (Grattapaglia y 
Sederof 1994, Rouppe van der Voort et al. 1997, 
Tanksley et al. 1992).

A pesar de las variaciones que puedan 
presentar los AFLPs en lo que respecta al tipo 
de segregación obtenido, este tipo de marcador 
se ha consolidado como uno de los de mayor uso 
en estudios de mapeo genético y análisis de QTL 
(Xiu-Qing et al. 2005, Velasquez et al. 2007, 
Iovene et al. 2004, Bradshaw et al. 2006, Barone 
et al. 2001, Bryan et al. 2002).

Con los datos de la segregación obtenida 
a partir de los RAPDs y los AFLPs en la F1, se 
realizó un análisis de QTL con base en la técni-
ca conocida como intervalo de mapeo, y con el 
apoyo de regresiones simples y múltiples (Villalta 
et al. 2007, McCallum et al. 2007, Bradshaw et 
al. 2006, Costanzo et al. 2005). Los resultados 
mostraron varios QTLs pero sólo 1 estuvo sobre 
el nivel de significancia estadística establecido. 
También es posible que otros QTLs no fueran 
detectados debido al tamaño del mapa o a que 
esos QTLs están gobernados por varios genes 
con efectos pequeños (Valverde y Chen 1999, 
Bradshaw et al. 1998, Grattapaglia et al. 1995, 
Meyer et al. 1998, Schäfer-Pregl et al. 1996, 
Teutónico et al. 1995, Van Eck et al. 1995b).

El QTL seleccionado se encontró asociado 
en forma significativa con la aclimatación al frío 
(Figura 2). El mismo marcador también fue el 
que mostró el R2 más alto y valores significativos 

tanto en el análisis simple como en el multilocus. 
Tres de los 5 marcadores en el cuadro 5, también 
mostraron valores significativos en otros análisis 
realizados (Datos no mostrados). La fortaleza de 
los datos en el cuadro 5, fue corroborada con las 
tendencias observadas en el análisis por intervalo 
de mapeo (Figura 3). Para el grupo de ligamiento 
9 la tendencia esta relacionada con el marcador 
E311 y para el grupo 10 con el marcador H724, 
este último mostró resultados significativos en los 
análisis (datos no mostrados). También fue encon-
trada una asociación entre los marcadores D528 y 
C736 para la resistencia al frío. La tendencia que 
muestra el marcador C736 en la figura 2 concuer-
da con lo observado en el cuadro 4. 

Los datos obtenidos indican que los modelos 
utilizados en este estudio generan QTLs relaciona-
dos con la resistencia y la aclimatación al frío. La 
proporción de la variación fenotípica que es expli-
cada por marcadores moleculares independientes 
varía de 6,45-15,87% para ambas características. 
El análisis por multilocus explica el 43,8% de la 
variación en la aclimatación al frío y un 22,3% 
en la resistencia al frío. Esto sugiere que ambas 
características están bajo el dominio de diferentes 
QTLs. La utilidad de los QTLs ha sido demostrada 
en otros estudios con la especie Solanum (Villalta 
et al. 2007, Costanzo et al. 2005, Bradshaw et 
al. 2006, Bryan et al. 2002, Finkers et al. 2007), 
cebolla (McCallum et al. 2007). 

Como apoyo a futuros trabajos, cabe indi-
car que aun cuando el mapeo aumenta la preci-
sión del análisis de QTL, también hay informes 
de trabajos que indican que en la práctica, una 
prueba de t, un Andeva o un análisis de regre-
sión a menudo son suficientes para determinar la 
significancia estadística de un QTL (Bradshaw 
et al. 1998, Byrne et al. 1997, Charcoset y Gallis 
1996, Churchil y Doerge 1998, Freyre et al. 1994, 
Grandillo y Tanksley 1996a, Meyer et al. 1998, 
Pan et al. 1994, Whittaker et al. 1996, Wu 1998, 
Villalta 2007).

En conclusión, fue posible construir un 
mapa parcial de Solanum commersonii. El análi-
sis de regresión mostró 2 marcadores moleculares 
asociados con la resistencia al frío y 5 asociados 
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con la aclimatación al frío. Solo se encontró 1 
QTL con el intervalo de mapeo. Esta información 
es básica para futuros estudios genéticos con la 
especie Solanum commersonii, tanto acerca de 
las características evaluadas en este estudio como 
de otras características. 
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