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Resumen

La papa, cultivo de importancia a nivel mundial es gravemente afectado por gota, enfermedad ocasionada por el oomy-
cete Phytophthora infestans. Actualmente la forma mas efectiva para combatir la enfermedad es mediante el desarrollo de
cultivares resistentes al patégeno. Para esto, una estrategia es identificar genes que confieran resistencia al patégeno, para
lo cual se buscan marcadores asociados con el cardcter de resistencia. En este estudio se evaluaron marcadores molecu-
lares tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified Region): CosA, GP179, BA47f2 y Prp1 asociados con resistencia a P.
infestans y el gen de resistencia R1, en 22 cultivares tetraploides pertenecientes a la subespecie andigena y cinco especies
silvestres. Se evalué el polimorfismo y se determiné si los alelos polimérficos permitian diferenciar genotipos resistentes de
susceptibles. Se comparé el tamano de los fragmentos obtenidos con los fragmentos esperados asociados con resistencia
de acuerdo a reportes. El andlisis se realizé considerando presencia/ausencia de los fragmentos: CosAzi, CosAzs0, R 11400,
RT1800, BA472500, GP179570, PrpT300, PrpTe00, y PrpTeco. Los resultadosindicaron que en los cultivares tetraploides y silvestres,
se presentaron polimorfismos en todos los marcadores evaluados, con excepcion del marcador GP179. No se encontrd
correlacion entre el rasgo de resistencia y los alelos. Los resultados de este estudio muestran que hay repuesta diferencial
a los marcadores entre las subsp. tuberosum y subsp. Andigena.
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Abstract

Potato is an important worldwide crop seriously affected by late blight disease caused by the oomycete Phytophthora in-
festans. Currently, the most effective way to control the disease is developing resistant cultivars to the pathogen by identifying genes that confer resistance to the
pathogen. For this purpose it is important to find molecular markers associated with the trait. In this study, the SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) markers: CosA, GP179, BA47f2 y Prp1, associated with late blight and the resistant gen
R1 were evaluated in 22 tetraploid cultivars from subspecie andigena and five wild potato species. Polymorphism was eva-
luated and it was evaluated if polymorphic alleles allow differentiating resistant from susceptible genotypes. The fragment
length for each marker was compared to the allele size reported associated to resistance. The analysis considered the pre-
sence/absence of the fragments: CosAz10, CosA2s0, R 11400, RT1800, BA472500, GP 179570, Prp 1300, PrpTeco and PrpTego. The results
indicated that both, tetraploid cultivars and wild potatoes, showed polymorphisms with all these markers, except with the
GP179 marker. It was not found correlation between resistance and the presence of specific alleles. Evidence found in
this study indicates that results obtained with molecular markers differed between subsp. tuberosum and subsp. andigena.
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Introduccién

La papa (Solanum tuberosum L.) es considerada el
tercer alimento de mayor importancia a nivel mun-
dial (Visser et al., 2009). En el afo 2006, Colombia
fue catalogado como el tercer productor de papa en
Ameérica Latina (15 millones de ton anuales) y el vigé-
simo a nivel mundial (CEVIPAPA, 2008).

La especie tetraploide Solanum tuberosum L.
(2n=4x=48) originaria de los Andes suramericanos,
comprende dos subespecies: tuberosum y andigena
(Estrada, 2004). Posiblemente el cruce entre las es-
pecies silvestres y diploides, Solanum stenotomun y
S. sparcipilum, dieron origen a S. tuberosum subsp.
andigena, especie precursora de S. tuberosum subsp.
tuberosum, la cual estd mas adaptada a dias largos,
condicién caracteristica de algunas latitudes euro-
peas y de algunos paises suramericanos (Hawkes,
1990a). Esta especie se caracteriza por poseer altos
contenidos de aminodacidos esenciales, presenta pe-
riodo vegetativo de tres a cuatro meses y tiempo de
reposo del tubérculo corto. El tubérculo es de gran
tamafo, tiene yemas superficiales y presenta resis-
tencia parcial a gota (Estrada, 2004).

Los cultivares o hibridos de la subespecie andigena,
se desarrollan preferiblemente en condiciones de
dias neutros o cortos y a una altura entre los 2000-
4000 msnm (Hawkes, 1990b). Su periodo vegetativo
es de cinco a siete meses, el tubérculo presenta un
periodo largo de reposo, buena calidad para el con-
sumo, alto porcentaje de almidén vy resistencia par-
cial a gota. Estos cultivares son cultivados en la zona
andina, en los paises de: Bolivia, Colombia, Perd,
Ecuador y Venezuela (Estrada, 2004).

La presencia de la enfermedad conocida como gota
en Colombia es causada por el oomycete Phyto-
phthora infestans, el cual es el patégeno mas seve-
ro a nivel mundial para este cultivo. La estrategia de
control de la enfermedad, adoptada por la mayoria
de los agricultores, se basa en el uso y aplicacion
calendario de una amplia gama de agroquimicos, lo
cual constituye cerca del 29,9% de los costos de pro-
duccion (Agrocadenas, 2005).

La obtencion de cultivares resistentes a gota ha sido
acogida como una de las principales estrategias para
combatir el ataque de esta enfermedad. La resisten-
cia genética en papa es de dos tipos: resistencia de
hipersensibilidad, denominada también especifica,
vertical o monogénica y la resistencia de campo,
también denominada parcial, general, horizontal o
poligénica (Gebhardt and Valkonen, 2001; Bormann,
2004; Estrada, 2004; Mosquera, 2007). Por un lado,

la primera ha sido utilizada tradicionalmente para
conferir resistencia a gota, por cruzamientos de cul-
tivares comerciales con la especie silvestre Solanum
demissum (L) (Oberhagemann et al., 1999). La segun-
da, confiere resistencia por disminucion de la infec-
cion, la tasa de colonizacion del tejido y reduccion
de la esporulacion. Los genes implicados en resisten-
cia cuantitativa, son identificados mediante el anali-
sis de locus segregantes para caracteres cuantitativos
(QTL), en cruzamientos con materiales diploides que
muestran resistencia de campo (Jaramillo y Rojas,
2003; Jacobs et al., 2010).

Para la identificacion de QTL se ha recurrido al uso de
marcadores genéticos, especialmente marcadores
moleculares basados en PCR, que revelan diferencias
genéticas entre organismos, individuos o entre espe-
cies. Por lo general, los marcadores no se encuentran
dentro del gen de interés, pero si pueden estar cerca
y actuar como sefales, cuando se encuentran fuerte-
mente ligados a genes o QTL que controlan la resis-
tencia (Collard et al., 2005). Usualmente se localizan
en regiones no codificantes del genoma y no se ven
afectados por factores ambientales o del desarrollo
de la planta.

La identificacion de genes de interés agronémico
ha sido posible gracias al uso de marcadores mole-
culares que se encuentran ligados a ellos y que per-
miten seleccionar genotipos que expresen rasgos
de interés. En los programas de mejoramiento se
conoce como Seleccién Asistida por Marcadores,
MAS, (Marker Assisted Selection). Esta metodologia
involucra el uso de la presencia/ausencia de marca-
dores para asistir la seleccion fenotipica, haciéndola
mas eficiente comparada con la mayoria de meto-
dologias de mejoramiento convencional (Collard et
al., 2005).

En papa ya se ha empleado la seleccion asistida
por marcadores. Son ejemplos: el empleo de mar-
cadores para seleccionar material resistente al virus
X de papa (PVX) (De-Jong et al., 1997; Ritter et al.,
1991) y al virus M (Marczewski et al., 2006) y a los
nematodos Globodera rostochiensis y Globodera pa-
llida (Meksem et al., 1995). Actualmente, se emplea
también en mejoramiento el marcador StAOS2 que
mapea en el cromosoma Xl y hay cuatro alelos iden-
tificados que confieren cada uno de ellos resistencia
y susceptibilidad a Erwinia carotovora y Phytophtho-
ra infestans (Pajerowska et al., 2008; Pajerowska et
al., 2009). También se reporté el empleo del marca-
dor GP94 que se asocia con resistencia duradera a
gota, y que deriva su resistencia de Solanum phureja
(Sliwka et al.,, 2010).
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En la identificacion de marcadores genéticos basados
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se
han desarrollado marcadores dependientes de la se-
cuencia denominados SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region), los cuales suelen ser codominan-
tes, monolocus y requieren el uso de primers especifi-
cos para amplificar la region de interés, son robustos,
de bajo costo y de facil manipulacion (Collard et al.,
2005). Estos marcadores se desarrollan a partir de la
secuenciacion y clonacién de RAPDs (Random Ampli-
fied Polymorphic DNA) (Arnedo-Andrés et al., 2002;
Ballvora et al., 2002; Bautista et al.,, 2003; Gedhardt et
al., 2004; Koveza et al., 2001; Parasnis et al., 2000) o
de AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms)
(Vos et al, 1995; Negi et al., 2000; Xu and Korban,
2002).

De acuerdo con el estudio realizado por Gebhardt
et al. (2004), mediante la evaluacion de marcadores
genéticos basados en PCR sobre cultivares mejorados
de papa del Banco Genético Gatersleben of Leibniz
Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research de
Alemania, los marcadores SCAR: CosA y BA47f2 se
encuentran fuertemente asociados al gen R1, ratifican-
do las distancias genéticas calculadas por Ballvora et
al. (2002) de 0,2 cM y 0,1 cM, respectivamente.

Adicionalmente, el marcador Prp1 (Pathogenesis-rela-
ted glutathione S-transferase) ocupa una posicion distal
en el grupo de ligamiento IX de papa (Taylor et al.,
1990) y se encuentra flanqueando un QTL que con-
trola la resistencia cuantitativa a gota (Gebhardt and
Valkonen, 2001; Mosquera, 2007).

El objetivo del presente estudio fue la evaluacion del
polimorfismo en marcadores SCAR asociados con re-
sistencia a gota, sobre diferentes genotipos tetraploi-
des y genotipos silvestres de papa Solanum demissum,
S. stoloniferum, S. andreanum, S. avilesii y S. tarijense,
con miras a determinar la presencia de regiones geno-
micas asociadas con la resistencia en estos genotipos.

Materiales y métodos

Este estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Bio-
tecnologia Vegetal Antonio Angarita, de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Bogota.

Material Vegetal

El material vegetal estudiado correspondié a los cul-
tivares colombianos: Pastusa Suprema, Monserrate,
Esmeralda, Betina, Parda Pastusa y Tuquerrena; a las
introducciones del Centro Internacional de la Papa

(CIP):  392745-7, 392820-1, 393084-31, 393536-
13, 394034-65, 394611-112, 394614-117, 396286-
6, 396286-7, 397030-31, 397035-26, 397060-19,
397073-7, 397077-16, 720071, Yunguehita y a las es-
pecies silvestres: Solanum demissum, S. stoloniferum,
S. andreanum, S. avilesii y S. tarijense. La evaluacion
fenotipica relacionada con resistencia a Phytophthora
infestans de este material, fue suministrada por el CIP
(anexo 1).

Extraccion de DNA

El DNA gendmico fue extraido a partir de 500 mg de
tejido foliar fresco en buffer de extraccion que contie-
ne Tris-HCL pH 8,0; 5M NaCl; 0,5M EDTA; 1% CTAB
y 5% de B-mercaptoetanol, siguiendo el procedimien-
to descrito por Doyle and Doyle (1987). La calidad y
cantidad del DNA fue evaluada mediante dos metodo-
logias. La primera fue de tipo cualitativo, se realiz6 en
geles de agarosa al 1% usando tincién con bromuro
de etidio y por comparacién con un DNA estandar.
En la segunda se empled el NanoDrop® ND-100. La
concentracion final de DNA se ajust6 a 20 ng/pl.

Andlisis de marcadores tipo SCAR

Cinco marcadores SCAR con posicién conocida en
el genoma fueron analizados para determinar su po-
limorfismo (tabla 1). Estos marcadores fueron reporta-
dos por Gebhardt et al., (2004) y Taylor et al. (1990)
como asociados y ligados a resistencia a P. infestans.

La reaccion de PCR para los marcadores GP179, R1,
BA47f2 y CosA fue realizada en un volumen final de
15 ul que contenia 20 ng de DNA gendémico, buffer de
reaccion estandar 10x (Invitro Life Technologies, Karl-
sruhe, Germany), 0,2 mM de dNTP, 0,7 uM de cada
oligonucledtido, 2,5 mM de MgCl.y 1 Unidad de Taq
polimerasa (Invitrogen). El programa de PCR para estos
marcadores fue el siguiente: temperatura de denatura-
cion 93 °C por 90 segundos, seguido por 40 ciclos de
93 °C por 45 segundos, 45 segundos a la respectiva
temperatura de annealing (tabla 1), 90 segundos a 72
°C y por dltimo un ciclo de extension de diez minutos
a72°C.

Para el marcador Prp1 se modificaron las condiciones
de PCRy el volumen final fue de 15,5 pl, el cual contenia
20 ng de DNA gendmico, buffer de reaccion estandar
10x (Invitro Life Technologies, Karlsruhe, Germany),
0,26 mM de dNTP, 0,6 uM de cada oligonucleétido,
3,9 mM de MgCl,y 1 Unidad de Taq polimerasa (In-
vitrogen). El programa de PCR correspondiente a este
marcador fue: temperatura de denaturaciéon 94 °C por
120 segundos, seguido por 40 ciclos de 93 °C por 45

Evaluacién de marcadores moleculares asociados con resistencia a gota en papas diploides y tetraploides 53



Tabla 1: Secuencias especificas de los oligonucleétidos empleados y las caracteristicas para su andlisis

Marcador Tamaro Concentracion
Secuencias de oligonucleicos TA* (°C) | fragmento | Cromosoma
molecular gel %
pb
f 5’CTCATTCAAAATCAGTTTTGATC'3
CosA 55 210 Vv 4
r 5’GAATGTTGAATCTTTTTGTGAAGG'3
f 5’GGTTTTAGTGATTGTGCTGC'3
GP179 55 570 \Y 4
r 5’AATTTCAGACGAGTAGGCACT'3
f 5’GGCCGCTCTAGAACTAGTGGATC'3
BA47f2 55 650 VI 4
r 5’AGTCTTAAAAATTCGACTCTAA'3
f 5’CACTCGTGACATATCCTCACCTA3
R1 55 1400 \% 2
r 5"CAACCCTGGCATGCCACG'3
f 5’GTGACATGAGCACATAAGTC'3
Prp1 55 250 IX 2
r 5’GCAACTTCACTTCTGCCATC3

* Temperatura de annealing

segundos, 45 segundos a la respectiva temperatura de
annealing (tabla 1), 72 °C por 45 segundos y un ciclo
de extension de ocho minutos a 72 °C.

En todos los casos, se utilizé un control negativo, don-
de el DNA fue reemplazado por agua. Para el marcador
R1 el control positivo utilizado fue el BAC, BA87d17,
que contiene el gen (Ballvora et al.,, 2002). Este BAC
fue suministrado por Ballvora del Instituto Max Planck.

La electroforesis se realizé con buffer TAE 1x utilizan-
do las condiciones de corrida especificas para cada
marcador (tabla 1). Para estimar el tamano de los frag-
mentos o alelos, se empleé marcador de peso de 100
pb de Fermentas y para la tincion se utilizé6 bromuro
de etidio. Las imagenes fueron capturadas con el docu-
mentador de geles Molecular Imager ® Gel doc™XR.

Andlisis de la caracterizacion genética

La presencia de los fragmentos obtenidos para cada
marcador fue evaluada a través del programa Quantity
One-4.6.7® (Biorad, 2007), obteniéndose una matriz
binaria de presencia (1) y ausencia (0) (Ghislain et al.,
2009; Mosquera, 2007). Los fragmentos que no se pu-
dieron evaluar fueron declarados como perdidos (/).
La similaridad de la distribucion de los fragmentos de
los marcadores asociados con resistencia a P. infestans,
en los materiales de estudio, se calcul6 por medio de
un andlisis de distancias entre variables binarias, usan-
do el indice de similaridad simple 6 Simple Matching,
utilizando el programa NTSYS-PC2.1.

Resultados

Andlisis de los marcadores SCAR

Gen marcador R1: se obtuvieron cinco fragmentos de
diferente peso molecular, identificados como R12s0,
R15oo, R1800, R 11000 Yy R 11800 junto con el principal pro-
ducto, el fragmento 1400 pb, los cuales fueron poli-
morficos para los individuos estudiados.

Marcador CosA: se obtuvo la amplificaciéon de dos
fragmentos caracteristicos, el primero de 250 pb, el
cual fue monomorfico y el segundo de 210 pb, poli-
morfico entre los materiales estudiados.

Marcador BA47f2: para este marcador el fragmento
asociado con resistencia a P. infestans, en cultivares
de la subsp. tuberosum, corresponde a 650 pb (Ged-
hardt et al., 2004). En este estudio, se pudo determi-
nar un fragmento polimérfico de 500 pb, entre los
materiales evaluados. El alelo BA47f2500 se presento
en todos los niveles de resistencia y su ausencia fue
caracteristica en algunos de los individuos denomina-
dos como resistentes o altamente resistentes a gota
(figura Te).

Marcador GP179: se obtuvieron los fragmentos
GP179100, GP179s70 y GP1791000. Tanto  GP179100
como GP179s70se presentaron en todos los individuos
estudiados, mientras que el fragmento GP179000 fue
polimérfico. El fragmento asociado con la resistencia a
gota para este marcador reportado por Gebhardt et al.
(2004) es de 570 pb.
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Figura 1. Comparacidn entre el nivel de resistencia en campo y la ausencia/presencia de los fragmentos asociados con resistencia
a P. infestans evaluados para los fragmentos de cada marcador a. R11400, b. RT1s00, c. CosAz0, d. CosAaso, e. BA472s00 f. GP179s7.
Niveles de resistencia: 1. Altamente susceptible, 2. Susceptible, 3. Moderadamente susceptible, 4. Resistente y 5. Altamente re-

sistente

Marcador Prp1: presento tres fragmentos caracteristi-
cos en todos los materiales evaluados, Prp1s00, PrpTeoo
Yy Pl‘p1 900.

Similaridad entre los alelos marcadores

La presencia/ausencia de los alelos marcadores R11400
y CosAaio asociados con resistencia a P. infestans ge-
neraron una distribucion similar entre el material de
estudio, es decir, que la ocurrencia de estos fragmen-

tos fue 100% similar para ambos marcadores (tabla
2). Con respecto al fragmento GP179s7, su similaridad
con los fragmentos R1i1400 y CosAziofue del 59% (tabla
2) valor asociado con la distancia genética reportada
entre los marcadores R1, CosA y GP179 equivalente a
0,8 cM (Ballvora et al., 2002).

Para el alelo BA47{2500la similaridad fue del 48% con
respecto a R11400 y CosAzio. La relacion entre BA4 72500
y los demas marcadores dista de lo reportado por Ba-
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Tabla 2. Similaridad entre la distribucién de marcadores moleculares que han sido identificados en previos estudios como
asociados con resistencia a P. infestans en los materiales evaluados. Los marcadores presentados en este andlisis mapean en el
cromosoma V en el QTL flanqueado por los marcadores GP179 y GP21 en el cual co- localiza el gen R1 que confirié resistencia

raza especifica.

R11400 CosAzio BA47f2500 GP179s70
RT1400 1,00
CosAzio 1,00 1,00
BA47{2500 0,48 0,48 1,00
GP179s70 0,59 0,59 0,66 1,00

llvora et al. (2002), quienes estimaron una distancia
genética equivalente a 0,1 cM entre los marcadores
mencionados.

Comparando el indice de similaridad calculado entre
BA47{2s500y GP179s70, se observé una semejanza del
66% (tabla 2).

Finalmente, el indice de similaridad para el marcador
Prp1 con respecto a los demas no se calculd, ya que
éste se encuentra en el cromosoma IX y seria un error
inferir alguin tipo de ligamiento.

Especies silvestres

Se evalué la presencia de los marcadores GP179,
CosA, BA47f2 y Prp1 en las especies silvestres de papa
Solanum demissum, S. stoloniferum, S. andreanum, S.
avilesii y S. tarijense. Se pudo determinar que en todas
se presenta el fragmento CosA,so, mientras que el frag-
mento CosAzio se presentd Gnicamente en la especie
S. demissum (figura 3a).

Respecto al marcador R1 (figura 3b), el fragmento
R11400 Gnicamente se presentd en S. demissum, mien-
tras que el fragmento R11s00 aparece en S. demissum'y
S. tarijense especies catalogadas como resistente y sus-
ceptible respectivamente. Adicionalmente, con este
marcador se observaron bandas polimorficas corres-
pondientes a los alelos R125o/ R1 350, R1500/ R]goo/ R7T1000.

La presencia de los fragmentos R11400 y CosAzio fue
exclusiva para S. demissum. En el caso del marcador
GP179 la banda asociada con resistencia de 570 pb se
encontré en todas las especies silvestres evaluadas y
ademas en el genotipo S. tarijense se presento un alelo
de 1000 pb (figura 3c).

El marcador BA47f2, presenté un fragmento difuso de
500 pb entre los genotipos silvestres evaluados. Por
lo tanto, no fue posible determinar si este fragmento

fue poli o monomorfico. Lo que si es distinguible con
este marcador, es la diferencia en tamano entre el frag-
mento asociado con resistencia de 650 pb y el que se
reporta en este estudio de 500 pb.

Con el marcador Prp1 todos los genotipos silvestres
aqui evaluados presentaron bandas polimérficas co-
rrespondiente a 300, 600 y 900 pb (figura 3e).

Discusién

Marcadores SCAR

La presencia de los fragmentos, R11400 y CosAz10 esta
correlacionada con el incremento de resistencia a P.
infestans tanto en tubérculo como a nivel foliar (Ge-
bhardt et al., 2004). Sin embargo, en el presente estu-
dio, se observé que no existe una relacion clara entre
el nivel de resistencia a P. infestans y la presencia de
los fragmentos R1is00y CosAzioe (figura 1a y 1c), es
decir, que estos fragmentos se presentaron tanto en
individuos catalogados como resistentes como en no
resistentes.

El alelo R11s00fue asociado con la susceptibilidad a gota,
tanto en follaje como en tubérculo en cultivares de S.
tuberosum subsp. tuberosum (Gebhardt et al.,, 2004),
no obstante al analizar la relacién entre la presencia
de este fragmento vy la resistencia, no fue posible iden-
tificar relacion ni con resistencia ni con susceptibilidad,
debido a que en todos los casos, aproximadamente
el 50% de los individuos que presentaron este alelo
son susceptibles y el 50% son resistentes (figura 1b).
Los demas fragmentos obtenidos polimérficos en este
estudio no se analizaron por su asociacion con resis-
tencia, ya que el estudio se concentré en el andlisis de
alelos reportados en estudios previos e identificados a
través de andlisis de asociacién genética para evaluar
estos resultados en materiales de S. andigena. Es im-
portante evaluar el grado de asociacion de estos alelos
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Figura 2. Comparacién entre el nivel de resistencia en campo y la ausencia/presencia de los alelos asociados con resistencia a
P. infestans evaluados para el marcador Prp1. a. 300 pb, b. 600 pb c. 900 pb. Niveles de resistencia: 1. Altamente susceptible, 2.

Susceptible, 3. Moderadamente susceptible, 4. Resistente y 5. Altamente resistente.

Figura 3. Presencia de los fragmentos asociados con resistencia a P. infestans, encontrados para los marcadores a. CosA, b. R1,
c. GP179, d. BA47f2 e. Prp1 en las especies silvestres Solanum demissum (dem), S. stoloniferum (sto), S. andreanum (adr), S. avilesii (avl),
S. tarijense (tar). En el caso del marcador R1 se utilizé el control (Ct) BA87d17, para los otros marcadores se utilizé como control
(Ctr), DNA de tomate (Solanum lycopersicum) Mill) en concentracién de 50ng/pl. *Foto de R1 adaptada de Mosquera (2007)
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polimdrficos sea por su efecto positivo o negativo con
resistencia a gota y diferenciado entre la resistencia
en follaje y campo, tal como lo sugiere Danan et al.,
(2009).

Para el marcador BA47f2 Gebhardt et al. (2004) repor-
tan el fragmento de 650 pb como asociado a resisten-
cia a P. infestans, en cultivares de la subsp. tuberosum.
En este estudio se present6 el alelo BA47f2500, en los
diferentes niveles de resistencia, tanto en materiales
susceptibles como resistentes. Sin embargo, su ausen-
cia fue en su mayoria en algunos de los individuos que
fueron catalogados como resistentes o altamente resis-
tentes a gota (figura 1e). Esta diferencia en pares de ba-
ses, entre en fragmento reportado por Gebhardt et al.
(2004) y el presentado en este estudio puede ser atri-
buida a la variabilidad alélica que se presenta en ma-
teriales genéticos sometidos a diferentes condiciones
ambientales asociadas con el origen, la distribucion
geogréfica y el ambiente donde se desarrollan estas
especies (Raker and Spooner, 2002). La variabilidad
alélica entre S. tuberosum subsp. tuberosum y S. tube-
rosum subsp. andigena ha sido reportada con anterio-
ridad por Raker y Spooner (2002), quienes por medio
del uso de microsatélites han podido determinar altos
niveles de polimorfismo y heterocigosidad entre estas
especies de papa.

El estudio realizado por Sukhotu et al. (2005), en el cual
evaluaron la diversidad genética entre cultivares de las
subespecies andigena y tuberosum, a través de la presen-
cia 0 ausencia de fragmentos generados por marcado-
res tipo RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphis)
de DNA nuclear y diferencias polimérficas entre micro-
satélites de DNA citoplasmatico, se determino la presen-
cia de fragmentos con diferente peso molecular para el
mismo marcador. Estas diferencias permitieron separar
los cultivares tuberosum de los andinos.

Al comparar la resistencia en campo para clones de
S. tuberosum, S. andigena y S. phureja se observaron
diferencias en cuanto a penetracion, velocidad de
esporulacion y tamano de la lesion en los diferentes
cultivares (Guzman, 1964) citado por Estrada (2000),
indicando claras diferencias entre el tipo de resistencia
y el ataque del patégeno a nivel inter e intraespecifico.

El fragmento asociado con la resistencia a gota para el
marcador GP179 reportado por Gebhardt et al. (2004)
es de 570 pb; sin embargo, la presencia de este frag-
mento en los cultivares andinos evaluados, no pudo
relacionarse de manera directa con la resistencia a P.
infestans, debido a que se observo tanto en individuos
resistentes como susceptibles, a diferencia de lo que
ocurre en los cultivares europeos, aunque, para este

estudio, la presencia de este fragmento fue mas fre-
cuente entre los individuos reportados como resisten-
tes (figura 1f). Estos resultados poco concluyentes para
GP179s70 y opuestos en cuanto a su asociaciéon con
resistencia al patégeno, han sido reportados por Ge-
bhardt et al. (2004), Oberthageman et al. (1999) y Diaz
etal. (2003). Para aclarar esta discrepancia es necesario
adelantar un estudio fenotipico detallado de respuesta
ante la presencia del patogeno en los genotipos de
interés o hacer uso de nuevas metodologias que se es-
tan empleando para identificar genes que confieran re-
sistencia a P. infestans evaluando diferentes materiales
genéticos (Mirjam et al.,, 2010). De la misma forma, la
ocurrencia en comun del fragmento GP179s70 puede
estar relacionada mas especificamente con el hecho
de que S. tuberosum subsp. tuberosum proviene de S.
tuberosum subsp. andigena, observandose un fuerte
solapamiento de caracteres, mas no necesariamente
con la condicion de resistencia a gota, la cual varia
entre ambas especies (Huaman and Spooner, 2002).

El marcador Prp1 present6 tres fragmentos caracte-
risticos en todos los materiales evaluados, Prp1soo,
PrpTeco y PrpTeo (figura 2). Estos resultados difieren de
los encontrados por Taylor et al. (1990). Segtn estos
autores e(1990)l marcador Prp1 flanquea un QTL para
resistencia cuantitativa a gota, lo que explica la rela-
cién observada entre la presencia del marcador y la
resistencia. Otros autores también han encontrado re-
sultados contradictorios para este marcador (Gedhar-
dt et al., 2004; Oberhagemann et al., 1999; Raker and
Spooner, 2002).

Similaridad entre los alelos marcadores

La similaridad encontrada en los resultados de los
marcadores R11400 y CosAz1o, coincide con el nivel de
resistencia que presentaron los diferentes individuos
evaluados (figura 1a y 1c). Esta similaridad entre los
marcadores R1 y CosA sugiere que se encuentran
fuertemente ligados, resultado esperado, teniendo en
cuenta que la distancia genética entre ellos para S. tu-
berosum es de 0,2 cM (Ballvora et al., 2002).

La similaridad entre el fragmento GP179s5 y los frag-
mentos R1100 Yy CosAzio en este estudio fue calculada
en un 59% (tabla 2), valor asociado con la distancia
genética calculada por Ballvora et al. (2002) de 0,8 ctM
entre los marcadores R1, CosA y GP179. Igualmente,
se ha encontrado que aunque GP179 esta flanquean-
do el QTL que contiene el gen R1 (Gebhardt et al.,
1991; Meksem et al.,, 1995), en el caso de cultivares
tetraploides colombianos los alelos del marcador
GP179snligados a R1, fueron inespecificos para iden-
tificar la presencia de este gen en dichos cultivares.
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Similar resultado fue reportado por Diaz et al. (2003)
quienes no pudieron asociar el marcador R2 con re-
sistencia, ya que dicho marcador fue encontrado en
genotipos resistentes y susceptibles.

La similaridad calculada entre el alelo BA47{2500y los
alelos R11400 y CosAzo fue del 48% (tabla 2). Este va-
lor dista de lo reportado por Ballvora et al. (2002) en
donde estos calculan una distancia genética entre los
marcadores mencionados, equivalente a 0,1 cM. Esta
diferencia puede ser atribuida a que el alelo aqui re-
portado corresponde a un alelo de 500 pb para los cul-
tivares de S. tuberosum subsp. andigena y no de 650
pb como lo reportaron Gebhardt et al. (2004) para los
cultivares de S. tuberosum subsp. tuberosum. Esto per-
mite concluir, que no se pueden aplicar de manera di-
recta los resultados obtenidos en S. tuberosum subsp.
tuberosum a los demas materiales de papa. Esto impli-
ca que se deben hacer mayores esfuerzos para encon-
trar marcadores moleculares diagnésticos que apoyen
los trabajos de mejoramiento genético en Colombia.

Para el indice de similaridad calculado entre BA47f2500
y GP179s7, se observé una semejanza del 66% (tabla
2), acorde con la distancia genética aproximada de 0,9
cM vy la ubicacién de estos dos marcadores dentro del
cromosoma V.

Especies silvestres

En el andlisis de las especies silvestres se determind
que en todos los materiales estudiados el fragmen-
to CosAzso, estuvo presente, mientras que el fragmento
CosAzio se presentd Unicamente en la especie S. de-
missum (figura 3a), este resultado estd en consonancia
con lo reportado por Gebhardt et al. (2004), en donde,
el fragmento CosAx esta presente en cuatro accesio-
nes de S. demissum y en S. dulcamara, especies silves-
tres, que presentan resistencia a P. infestans.

La presencia de los fragmentos R11400 y CosAzio fue
exclusiva para S. demissum, indicando co-segregacion
de estos alelos, debido a su alto grado de ligamiento.
Aunque la resistencia generada por el gen R1 deriva-
da de S. demissum fue quebrada por el patégeno, se
ha encontrado en materiales que presentan el gen R1,
que genera un grado de resistencia de tipo cuantitativo
(comunicacion personal, Ballvora, 2009). El fragmento
R1is00 aparece en S. demissum vy S. tarijense especies
catalogadas como resistente y susceptible respectiva-
mente (figura 3b).

El alelo GP179s57 se encontré en todas las especies
silvestres evaluadas (figura 3c). El marcador BA47f2,
present6 un fragmento difuso de 500 pb sin llegarse a

definir como fragmento polimérfico o monomorfico,
debido a la pobre resolucién que presentd este marca-
dor. Es importante resaltar que aunque este marcador
mapea a 0,1 cM del gen R1 (Gebhardt et al, 2004), y
podria constituirse al igual que el marcador CosAzi0 en
importante herramienta para seleccion, su baja resolu-
cion, la cual se evidencia también en este estudio, no
permite hacer extensivo su uso.

Con el marcador Prp1 todos los genotipos silvestres
aqui evaluados presentaron bandas polimérficas co-
rrespondiente a 300, 600 y 900 pb (figura 3e). Por lo
tanto, es necesario tener en cuenta, para estudios pos-
teriores, las interacciones epigenéticas y de genotipo
por ambiente que puedan estar asociadas con cam-
bios en el nivel de resistencia y la presencia de estas
bandas.

De acuerdo a los resultados de esta investigacion tan-
to en los cultivares tetraploides y silvestres estudiados,
se identificaron polimorfismos con todos los marcado-
res evaluados, especificamente en los fragmentos que
han sido reportados por su asociacion con resistencia
a P. infestans, exceptuando al marcador GP179 en el
fragmento de 570 pb que fue monomdrfico. Adicio-
nalmente, no se encontraron los mismos resultados
reportados para S. tuberosum subsp. tuberosum en la
totalidad de los marcadores evaluados, indicando que
no es posible aplicar directamente la presencia de mar-
cadores moleculares asociados con resistencia a gota,
entre las subsp. tuberosum y subsp. andigena.

Con base en este estudio se recomienda realizar ca-
racterizaciones fenotipicas de la resistencia a P. infes-
tans mas precisas que permitan estimar la resistencia a
nivel de tallo y follaje, ya que en campo se observan
manifestaciones de resistencia y susceptibilidad que
no han podido ser bien evaluadas con la escala que
se ha aplicado y posiblemente esto dificulta la conver-
gencia de los datos moleculares con las evaluaciones
fenotipicas.

Agradecimientos

Los autores agradecen al Instituto Max Planck para
Mejoramiento Genético por su apoyo y especialmente
al Dr. Agim Ballvora por la donacién del control posi-
tivo para el gen R7 y al CIP por los datos de caracteri-
zacion fenotipica.

Referencias bibliograficas

AGROCADENAS, 2005. La cadena de la papa en Colombia una
mirada global de su estructura y dindamica1991-2005. En: www.
agrocadenas.gov.co consulta: abril de 2009.

Evaluacién de marcadores moleculares asociados con resistencia a gota en papas diploides y tetraploides 59



Arnedo-Andrés, M. S., Gil-Ortega, R., Arteaga, M. and Hormaza, J. L.
2002. Development of RAPD and SCAR markers linked to the
Pvr4 locus for resistance to PVY in pepper (Capsicum annuum
L.). Theoretical and Applied Genetics 105: 1067-1071.

Ballvora, A., Ercolano, M. R., Weiss, J., Meksem, K., Bormann, C.
A., Oberhagemann, P., Salamini, F. and Gerbhardt, C. 2002.
The R1 Gene for potato resistance to late blight (Phytophthora
infestans) belongs to the leucine Zipper/NBS/LRR class of plant
resistance genes. Plant Journal 30: 361-371.

Bautista, R., Crespillo, R., Canovas, F. M. and Claros, M. G. 2003.
Identification of olive-tree cultivars with SCAR markers. Fuphyti-
ca 129: 33-1.

Biorad. 2007. Quantity One Software, 21f Ed.

Bormann, C. A, Rickert, A. M., Castillo, R. A, Paal, J., Libeck, J.,
Strahwald, J., Buhr, K., and Gebhardt, C. 2004. Tagging quan-
titative trait loci for maturity-corrected late blight resistance in
tetraploid potato with PCR-based candidate gene markers. Mo-
lecular Plant-Microbe Interactions 17 (10): 1126-1138.

CEVIPAPA. 2008. Ano internacional de la papa Diario econémico
Portafolio. Centro virtual de investigacién de la cadena agroa-
limentaria de la papa, Bogota.

Collard, B. C. Y., Jahufer, M. Z. Z., Brouwer, J. B. and Pang, E. C. K.
2005. An introduction to markers, quantitative trait loci (QTL)
mapping and marker-assisted selection for crop improvement:
The basic concepts. Euphytica 142: 169-196.

Collins, A., Milbourne, D., Ramsay, L., Meyer, R., Chatot-Balandras,
C., Oberhagemann, P., de Jong, W., Gebhardt, C., Bonnel, E.,
and Waugh, R. 1999. QTL for field resistance to late blight in
potato are strongly correlated with maturity and vigour. Mole-
cular Breeding 5: 387-398.

Danan, S., Chauvin, J-E., Caromel, B., Moal, J-D., Pellé, R. and Lefeb-
vre, V. 2009. Major-effect QTLs for stem and foliage resistance
to late blight in the wild potato relatives Solanum sparsipilum
and S. spegazzinii are mapped to chromosome X. Theoretical
and Applied Genetics 119: 705-719.

De Jong, W., Forsyth, A., Leister, D., Gebhardt, C. and Baulcombe,
D. C. 1997. A potato hypersensitive resistance gene against po-
tato virus X maps to a resistance gene cluster on chromosome
V. Theoretical and Applied Genetics 95: 153-162.

Diaz, M., Fajardo, D., Moreno, )., Garcia, C. y Ndnez, V. 2003. Iden-
tificacion de genes R1 y R2 que confieren resistencia a Phyto-
phthora infestans en genotipos colombianos de papa. Revista
Colombiana de Biotecnologia 5: 40-50.

Doyle, J. J and Doyle, J. L. 1987. A rapid DNA isolation procedure
from small quantities of fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin
19: 11-15.

Estrada, R. N. 2004. La biodiversidad en el mejoramiento genético de
la papa. (Ed: Bill Hardy, CIP; Emma Martinez, CIP). PROINPA,
CID, CIP. ISBN: 84-89891-68-0. Bolivia. 372 p.

Fermentas. GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus. In: F. L. Sciences
(Ed.).

Gebhardt, C., Ritter, E., Barone, A., Debener, T., Walkemeier, B.,
Schachtschabel, U., Kaufmann, H., Thompson, R. D., Bonier-

bale, M. W., Ganal, M. W., Tanksley, S. D. and Salamini, F.
1991. RFLP maps of potato and their alignment with the ho-
moeologous tomato genome. Theoretical and Applied Genetics
83:49-57.

Gebhardt, C. and Valkonen, J. P. T. 2001. Organization of genes
controlling disease resistance in the potato genome. Annual
Review of Phytopathology 39: 79-102.

Gebhardt, C., Ballvora, A., Walkemeier, B., Oberhagemann, P., and
Schiiler, K. 2004. Assessing genetic potential in germplasm
collections of crop plants by marker-trait association: a case
study for potatoes with quantitative variation of resistance to
late blight and maturity type. Molecular Breeding 13: 93-102.

Ghislain, M., Nunez, )., Herrera, M. R., Pignataro, J., Guzman, F.,
Bonierbale, M. and Spooner, D. M. 2009. Robust and highly
informative microsatellite-based genetic identity kit for potato.
Molecular Breeding 23: 377-388.

Hawkes, J. G. 1990a. The evolution of cultivated potatoes and their
tuber-bearing wild relatives. Kulturpflance 36: 189-298.

Hawkes, J. G. 1990b. The potato-evolution, biodiversity and genetic
resources. London, UK.

Huaman, Z and Spooner, D. M. 2002. Reclassification of landrace
populations of cultivated potatoes (Solanum sect. Petota). Ame-
rican Journal of Botany 89: 947-965.

Jaramillo, S y Rojas, D. 2003. Aspectos Bioquimicos de la resistencia
de la papa (Solanum tuberosum) al ataque del hongo Phyto-
phthora infestans. Revista Papa. Grupo de Biotecnologia- Uni-
versidad Nacional, Medellin.

Jacobs, M. M. J., Vosman, B., Vleeshouwers, V. G. A. A,, Visser, R. G.
F., Henken, B. and van den Berg R. G. 2010. A novel approach
to locate Phytophthora infestans resistance genes on the potato
genetic map. Theoretical and Applied Genetics 120: 785-796.

Koveza, O. V., Kokaeva, Z. G., Gostimsky, S. A., Petrova, T. V. and
Osipova, E. S. 2001. Creation of a SCAR marker in pea Pisum
sativum L. Using RAPD analysis. Russian Journal of Genetics 37:
464-470.

Leonards-Schippers, C., Gieffers, W., Salamini, F. and Gebhardt, C.
1992. The R1 gene conferring race-specific resistance to Phyto-
phthora infestans in potato is located on chromosome V. Mole-
cular & General Genetics 233: 278-283.

Marczewki, W., Strzelezyk-Zyta, D., Hennig, J., Witek, K. and Ge-
bhardt, C. 2006. Potato Chromosomes IX and XI carry genes
for resistance to potato virus M. Theoretical and Applied Gene-
tics 112: 1232-1238.

Meksem, K., Leister, D., Peleman, J., Zabeau, M., Salamini, F. and
Gebhardt, C. 1995. A high resolution map of the vicinity of the
RT locus on chromosome V of potato based on RFLP and AFLP
markers. Molecular and General Genetics 249: 74-81.

Mirjam, M., Jacobs, J., Vosman, B., Vleeshouwers, V. G. A. A., Visser,
R. G. F., Henken, B., and van den Berg, R. 2010. A novel appro-
ach to locate Phytophthora infestans resistance genes on potato
genetic map. Theoretical ans Applied Genetics 120: 785-796.

Mosquera, T. 2007. Andlisis Genético y Molecular de la Resistencia
Cuantitativa a Tizon Tardio (Phytophthora infestans) en Solanum

60

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XlIll No. 2 Diciembre 2011 51-62



phureja. Tesis de Doctorado. Facultad de Agronomia. Universi-
dad Nacional de Colombia, Bogota.

Negi, M. S., Devic, M., Delseny, M. and Lakshmikumaran, M. 2000.
Identification of AFLP fragments linked to seed coat colour in
Brassica juncea and conversion to SCAR markers for rapid se-
lection. Theoretical and Applied Genetics 101: 146-150.

Oberhagemann, P., Chatot-Balandras, C., Schifer-Pregl, R., Wege-
ner, D., Palomino, C., Salamini, F., Bonnel, E., and Gebhardt,
C. 1999. A genetic analysis of quantitative resistance to late
blight in potato: towards marker-assisted selection. Molecular
Breeding 5: 399-415.

Parasnis, A. S., Gupta, V. S., Tamhankar, S. A., and Ranjekar, P. K.
2000. A highly reliable sex diagnostic PCR assay for mass scree-
ning of papaya seedling. Molecular Breeding 6: 337-341.

Pajerowska, K., Shahid, M., Guex, N., Halim, V., Rosahl, S., Somssich,
I, and Gebhardt, C. 2008. Natural variation of potato allene
oxide synthase 2 causes differential levels of jasmonates and
pathogen resistance in Arabidopsis. Planta 228: 293-306.

Pajerowska, K., Stich, B., Achenbach, U., Ballvora, A., Liibeck, J.,
Strahwald, )., Tacke, E., Hofferbert, H., llarionova, E., Bellin,
D., Walkemeier, B., Basekow, R., Kersten, B., and Gebhardt,
C. 2009. Single nucleotide polymorphisms in the Allene Oxi-
de Synthase 2 gene are associated with field resistance to late
blight in populations of tetraploid potato cultivars. Genetics
181: 1115-1127.

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

Ritter, E., Debener, T., Barone, A., Salamini, F., and Gebhardt, C.
1991. RFLP mapping on potato chromosomes of two genes

controlling extreme resistance to potato virus X (PVX). Molecu-
lar and General Genetics 227: 81-85.

Sliwka, J., Jakuczun, H., Kaminski, P. and Zimnoch-Guzowska, E.
2010. Marker-assisted selection of diploid and tetraploid po-
tatoes carrying Rpi-phul, a major gene for resistance to Phyto-
phthora infestans. Journal of Applied Genetics 51: 133-140.

Sukhotu, T., Kamijima, O. and Hosaka, K. 2005. Genetic diversity of
the Andean tetraploid cultivated potato (Solanum tuberosum L.
subsp. andigena Hawkes) evaluated by chloroplast and nuclear
DNA markers. NRC Research Press. 48: 55-64.

Taylor, J. T., Fritzemeier, H., Hauser, 1., Kombrink, E. and Rohwer,
F. 1990. Structural analysis and activation by fungal infection
of a gene encoding a pathogenesis-related protein in potato.
Molecular Plant-Microbe Interactions 3: 72-77.

Visser, R. G. F., Bachem, C. W. B., de Boer, J. M., Bryan, G. J.,
Chakrabati, S. K., Feingold, S., Gromadka, R., van Ham, R. C.
H. J., Huang, S., Jacobs, J. M. E., Kuznetsov, B., de Melo, P. E.,
Milbourne, D., Orjeda, G., Sagredo, B. and Tang, X. 2009. Se-
quencing the potato genome: Outline and first results to come
from the elucidation of the sequence of the world’s third most
important food crop. American Journal of Potato Research DOI
10.1007/s12230-009-9097-8.

Vos, P., Hogers, R., Bleeker, M., Reijans, M., van de Lee, T., Hornes,
M., Frijters, A., Pot, J., Peleman, ., Kuiper, M. and Zabeau, M.
1995. AFLP: a new technique for DNA fingerprinting. Nucleic
Acid Research 23: 4407-4417.

Xu, M and Korban, S. S. 2002. AFLP-derived SCARs facilitate cons-
truction of a 1.1 Mb sequence ready map of a region that spans
the Vflocus in the apple genome. Plant Molecular Biology 50:
803-811.

Evaluacién de marcadores moleculares asociados con resistencia a gota en papas diploides y tetraploides 61



Anexo 1. Informacién de los materiales vegetales empleados en el estudio

Codigo CIP Nombre Resistencia en campo
3927457 Susceptible
392820-1 Altamente susceptible
393084-31 B3C1 Altamente resistente
393536-13 Altamente susceptible
394034-65 No disponible
394611-112 Resistente
394614-117 Moderadamente susceptible
396286-6 Resistente
396286-7 Resistente
397030-31 No disponible
397035-26 No disponible
397060-19 Moderadamente resistente
397073-7 Altamente susceptible
397077-16 Susceptible
720071 Diacol Monserrate No disponible
Yungenita No disponible
Pastusa suprema Pastura suprema Altamente resistente
Monserrate Monserrate Resistente
Esmeralda Esmeralda Resistente
Betina Betina Resistente
Parda pastusa Parda pastusa Moderadamente susceptible
Tuquerrena Tuquerrena Susceptible
175404-2 Solanum demissum Altamente resistente*
161158-10 Solanum stoloniferum Resistente®
247360-1 Solanum andreanum No disponible
498091-4 Solanum avilesi Resistente*
195206-12 Solanum tarijense Susceptible®

* Datos tomados de Estrada (2004).
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Every two years since 1967 the mixing community meets to share and discuss the latest
research and technology developments in mixing. Participants come from academia,
industry, equipment manufacturers, private and government research institutions based in
North America and all over the world. Mixing XXIII will take place in the Riviera Maya, Mexico,
for the first time. The conference this year includes an additional night enabling not only our
scientific inquisitiveness to be cultivated, but also to nurture our souls by learning about the
Mexican ancient culture that was able to have great achievements both in astronomy and
mathematics. - Interestingly, the Mayan Culture also provided the world of its time with a highly
sophisticated device for efficient mixing!

Come and join us in this most exciting conference. In June 2012 it will be held in the beautiful
State of Quintana Roo, Mexico, in the heart of the Riviera Mayal

Enrique Galindo
Chair of Mixing XXIII
galindo@ibt.unam.mx



In keeping with the tradition of the conference, the acceptance of both oral and poster presentation is based -
solely on submitted abstracts (300 — 600 words). Full papers are not required. The deadline for the

submission of abstracts is March 15th, 2012. There will be no published proceedings for the
conference, which allows for the presentation and discussion of the most recent mixing research in a collegial
environment.

Sessions will cover mixing related subjects from fundamentals to the application of mixing in a wide range of
industrial processes. Topics include, but are not limited to:

* Mixing Fundamentals * New modeling and simulation approaches to mixing
* Mixing on small scales * Mixing and chemical reaction

Static and Otherin-Line Mixers CFD Modeling of mixers and mixing processes

e Mixing of Multi-phase Systems = Mixing aspects of biotechnological processes

* Mixing of solids Industrial Mixing Processes

Short course on Mixing: June 17th

A special session of Mixing XXIII will be devoted to celebrate the 21st anniversary of NAMF, discussing the 21
mostinfluential contributions to mixing.

Please e-mail your abstract submission to marcela.garcia@agronegociosinternacionales.com.mx. You will
receive an e-mail confirmation within the next 24 hours. If not, please contact Marcela Garcia at the same e-
mail address.

For further information visit: www.mixing.net * www.23mixing.net

The Iberostar Paraiso Beach lies between Playa del Carmen and the lesser-known city of Puerto Morelos,
which is some 15 minutes from Cancun International Airport. The contrast between these two cities is
immediately noticeable: Puerto Morelos is a far more relaxed, laid-back destination, popular with artists and
craftsmen, fishermen and divers. In contrast, the glamorous Playa del Carmen is far more lively and vibrant,
and is packed with tourists who flock to the beaches during the day and in the evening enjoy a drink at one of
the many bars. The hotel addressiis:

Carretera Chetumal - Puerto Juarez, km.309

Playa Paraiso, Quintana Roo —Mexico

Phone +(52-984) 8772800

Fax: +(52-984) 8772810

Web site: http://www.iberostar.com/EN/Riviera-Maya-hotels/Iberostar-Paraiso-Beach.html




Hotel: Iberostar Paraiso Beach

The Iberostar Paraiso Beach is a family hotel built in
traditional Mexican colonial style, with arches and columns
throughout. The furniture in this All Inclusive hotel includes
authentic works of art that wouldn't look out of place in an
exhibition of fine art. Upon arrival at the hotel the superb
wooden carvings in the reception area willimmediately strike
you. This is the perfect spot to escape from the crowds. The
hotel is so large that a small train runs every 15 minutes
transporting guests around the facilities to the restaurants,
lobby, rooms and even the shopping mall and modern spa
that form part of the Paraiso complex.

Dinner in XCARET is included in the program

As night falls on Xcaret, a fiesta awakens with the most famous
musical performance in Mexico: Xcaret Mexico Espectacular. More
than 300 artists on stage will amaze you with a vibrant musical
journey through the history of Mexico, which brings to life colorful
traditions and the heritage of the country

Xcaret Mexico Espectacular will take you to presence an
unforgettable display of Mexican traditional hand-made dresses,
dances and musical performances that will stay in your heart forever.
This is the most amazing representation of Mexico's national identity
and cultural heritage. Dinners are served while guests enjoy Xcaret
Mexico Espectacular.

Knowing The Heart Of Maya's Civilization

Alsoincluded is a day-trip to Chichen ltza. It was the mostimportant
regional capital of the Mayan culture from 750 to 1200 B.C. Their
structures are well conserved, as well as the Yucatan ancient
Mayas tales. Their vestiges show the incredible Mayan civilization
and architecture, enriched with other cultural currents of
Mesoamerica. The temple of Kukulcan, also called "El Castillo”, is a
magnificent construction of 23 meters of height in pyramidal form.
It has four faces, in which during the equinox a shade of a serpent
can be seen descending by the stairs of the building. You will also
visit the Ball Game (the greatest of Mesoamerica), the
Observatory, the Temple of the Soldiers with its figure of the Chac-
Mool and the sacred cenote.
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{UNETE A LOS LIDERES MUNDIALES

EN BIOCIENCIAS Y BIOTECNOLOGIA!

QUE ES: Un evento para la industria de biotecnologiay biociencias, centrado en la realizacion de reuniones
de negocios entre los participantes, de presentaciones de empresasy de conferencias.

OBIJETIVOS: Proporcionar un entorno propicio para los participantes a ampliar sus contactos, fortalecer
alianzas y establecer nuevos negocios. Presentar el potencial de las empresas de biotecnologia y
biociencias en América Latina.

MATCHMAKING: Un diferenciador clave del evento es la herramienta biopartnering.com, que permite la
creacion y difusion de perfiles individuales, de la empresa y sus productos, para programar con
precedencia reuniones mas efectivas con socios potenciales.

PUBLICO: Estimado en 300 altos ejecutivos, que representan a los principales actores de la industria de
biotecnologiay biociencias.

En su tercera edicion, BPL se consagra como uno de los eventos del segmento de mas rapido crecimiento,
siempre trayendo los lideres de la industria de biotecnologia y biociencias, y que muestra, a través de
conferenciasy debates, las principales tendencias de este sector.

iBioPartnering Latin America 2012 es su oportunidad de estar cara a cara con los grandes lideres de la
industria farmacéutica, de biotecnologiay los inversores de capital de riesgo!

ESTRUCTURA DEL EVENTO | —

Reuniones de Negocios
El BPL 2012, a través de la plataforma biopartnering.com, crea un ambiente para la realizacion de
reuniones de negocios entre las personas adecuadas en un corto tiempo.

Presentaciones de Empresas

El BPL 2012 presentara empresas jovenes y crecientes de varios paises de América Latina, que podran
destacar sus productos y objetivos de asociacion. Cada una de estas empresas estara disponible para
reuniones presenciales luego después de sus presentacionesy al largo de todo el evento.

Sesiones de Liderazgo
Ejecutivos de las empresas de biotecnologia y biociencias, representantes de los gobiernosy inversores de
todo el mundo, hablaran, en conferencias, acerca de sus experiencias y predicciones del sector.



HECHOS Y CIFRAS DE EDICIONES PASADAS e

1PARTIC 1P E! T —

® Accesoaun gruposelecto de participantes;
® Oportunidad de conectarse con socios estratégicos;
® Maximizar sus estrategias de creacion de redes;

® Numerosas posibilidades para reuniones, sin restricciones en el nimero de invitaciones,
realizadas o recibidas;

® Capacidad de hacer crecer su negocio a través de asociaciones;

® Posibilidad de planificar su participacion y de organizar el calendario de reuniones, antes mismo
delcomienzo del evento.

INFORMACION E INSCRIPCION:
+5531 33030012
bpl@biominas.org.br
www.techvision.com/bpl

:AQUI SE HACEN NEGOCIOS!
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