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Resumen

Con el objetivo de asociar genes/QTLs de resistencia a los
virus PVY, PVX, a los nematodos (Globodera pallida y G.
rostochiensis), al tizén (Phytophthora infestans) y a la
verruga (Synchytrium endobdticum) en 20 variedades de
papa, incluida la variedad Waych'a como control
susceptible, se evaluaron siete marcadores moleculares
para SCAR, CAPS y PCR. Los resultados mostraron que el
alelo del marcador RySC3 co-localizado con el gen Ryadg
de resistencia a PVY, fue observado en todas las
variedades evaluadas. El alelo para el marcador CP60 co-
localizado con el gen Rx1 para resistencia a PVX, fue
observado en todas las variedades excepto en Chota Nawi.
El alelo para el marcador HC co-localizado con el gen/QTL
RGp5-vrnHC para resistencia a G. pallida, fue observado en
las variedades Aurora, Chota Nawi, Isabel, Keila, Morita,
P'alta Chola, Pujyuni imilla, Robusta, Rosada, Victoria,
Violeta, Yungueiiita, Jaspe e India. El alelo para el marcador
Grol-4 co-localizado con el gen Grol-4 para resistencia a
G. rostochiensis, fue observado en las variedades Chota
Nawi, Isabel, Keila, Victoria, Violeta, Jaspe e India. El alelo
para el marcador GP94 co-localizado con el gen/QTL Rpi-
phu 1 para resistencia a P. infestans, fue observado en
todas las variedades. Finalmente el alelo para el marcador
NL25 co-localizado con el gen Senl para resistencia a S.
endobioticum, fue también observado en todas las
variedades.

Palabras claves adicionales: Genes, virus, nematodos, tizon,
verruga.
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Molecular markers associated with genes/QTLs for
resistance to biotic factor in new potato (Solanum
tuberosum L.) varieties from Bolivia

Summary

With the objective of associating genes/QTLs for resistance
to viruses PVY, PVX, the nematodes Globodera pallida and
G. rostochiensis, late blight (Phytophthora infestans) and
the wart (Synchytrium endobioticum) in 20 potato varieties,
including the variety Waych'a as susceptible control, seven
molecular markers were validated for SCAR, CAPS and
PCR. The results showed that the marker allele RySC3 co-
localized with the Ryaqy gene for resistance to PVY was
observed in all the varieties tested. The allele for the marker
CP60 co-located with the Rx1 gene for resistance to PVX,
was observed in all varieties, except in Chota Nawi. The
allele for the marker HC co-localizad with the RGp5-vrnHC
gene/QTL for resistance to G. pallida, was observed in
Aurora, Chota Nawi, Isabel, Keila, Morita, P’alta Chola,
Pujyuni imilla, Robusta, Rosada, Victoria, Violeta,
Yungueiiita, Jaspe, India, and Pinta Boca (stn) varieties.
The marker allele Grol-4 co-localized with the gene Grol-4
for resistance to G. rostochiensis, was observed in Chota
Nawi, Isabel, Keila, Victoria, Violeta, Jaspe, and India and
Wallpa Ningri (stn) varieties. The marker allele GP94 co-
localized with the Rpi-phu 1 gene/QTL for resistance to P.
infestans, was observed in all varieties. Finally the marker
allele NL25 co-localized with the Senl gene for resistance
to S. endobioticum, was also observed in all varieties.

Additional key words: Genes/QTLs, virus, nematodes, late blight,
wart.
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Introduccioén

Desde la prehistoria, el hombre ha seleccionado y mejorado
especies vegetales, animales y microbianas basandose en el
fenotipo. Las mejoras genéticas eran posible gracias a la
variabilidad genética, a la heredabilidad del caracter que se
gueria aislar, a la eficacia e intensidad de la seleccion aplicada,
y al tiempo necesario para realizar un ciclo de seleccién. Sin
embargo, quedan muchos aspectos desconocidos, como son en
muchos casos el nimero exacto y efecto de los genes
implicados en la expresion de un caracter y sus interacciones,
asi como la localizacion de estos genes, y el analisis de su
funcidn fisiolégica (Gabriel, 2008).

Los avances en la biologia molecular y, particularmente, en la
gendmica y proteémica permiten aplicar nuevas estrategias y
técnicas eficientes para el detallado analisis genético de
cualquier fenotipo. Los marcadores moleculares constituyen la
herramienta basica para los fines mencionados. Los
marcadores son elementos discriminativos que permiten
distinguir y clasificar objetos.

Afortunadamente, la aparicién de los marcadores moleculares
esta ayudando a eliminar tanto los inconvenientes de una
seleccion basada en el analisis exclusivo del fenotipo, como la
identificacion de especies y variedades de una forma mas
rigurosa Yy repetitiva. Los marcadores moleculares son
biomoléculas que se pueden relacionar con un rasgo genético.
Estas pueden ser marcadores moleculares como las proteinas
(antigenos e isoenzimas) y el ADN (de genes conocidos o
fragmentos de secuencia y funcion desconocida).

Las plagas y enfermedades son los principales problemas para
el cultivo de papa en todo el mundo, sobre todo en las parcelas
de los agricultores de escasos recursos en los paises menos
desarrollados, donde la certificacion de cultivos y la proteccién
guimica no son generalmente accesibles, y también en la
agricultura orgénica en los paises industrializados.
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El mejoramiento clasico para resistencia a plagas vy
enfermedades consiste en la identificacion de fuentes de
resistencia, que a menudo se encuentran en el germoplasma
silvestre, la introgresion de factores de resistencia en
variedades por retrocruzamiento recurrente a diferentes clones
de Solanum tuberosum, ha generado progenies y clones
resistentes (Ross, 1986). En las ultimas dos décadas, varios de
estos factores de resistencia se han co-localizado en el mapa
genético de la papa utilizando marcadores moleculares en base
al DNA. Se han identificado genes mayores (genes R), asi
como loci de resistencia cuantitativa (QTL) (Gebhardt y
Valkonen, 2001). El conocimiento de la posicion en el mapa
genético esta estrechamente vinculado con marcadores
basados en DNA que facilita ahora la localizacién y permite
combinar los factores de resistencia de diferentes fuentes,
utilizando como genotipos resistentes a los padres de las
poblaciones de origen correspondiente.

Ritter et al. (2005) menciona que en los mapas genéticos de la
papa se han integrado caracteres cualitativos como resistencia
monogénica a PVY (Rys, Brigneti et al, 1997, Ryaqq,
Hamalainen et al., 1997), PVX (Rx1, Rx2, Ritter et al., 1991; Nb,
De Jong et al., 1997, Nx,, Tommiska et al., 1998), nematodos
(Grol, Barone et al.,, 1990, H1, Gebhardt et al., 1993, Gpal,
Kreike et al., 1994, Gpa2, Rouppe van der Voort et al., 1997,
Gpab, Rouppe van der Voor et al.,, 2000) y P. infestans (R1,
Leonards-Schippers et al., 1994, R3, El-Kharbotly et al., 1994,
R2, Li et al., 1998, R6 y R7, El-Kharbotly et al., 1996).

El virus de la papa (PVY, género Potyvirus) es uno de los
patdégenos virales mas importantes de la papa cultivada. Se ha
identificado un solo gen dominante de resistencia extrema (RE)
Ryaqg @ PVY, ha sido identificado en S. andigena (Mufioz et al.,
1975), que se encuentra en el cromosoma Xl de papa
(Hamalainen et al., 1997). El gen Rya.y esta estrechamente
vinculada a una familia de genes con una alta homologia de
secuencia con el gen N del tabaco que le confiere resistencia al
virus del mosaico del tabaco (Leister et al., 1996; Vidal et al.,
2002). El gen N es el prototipo de los genes de resistencia de la
familia de las solaniceas que tienen en comun la union de
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nucleotidos (NB) y un dominio de repeticiones ricas en leucina
(LRR) dominante (Whitham et al., 1994; Leister et al., 1996;
Hamalainen et al., 1997; Hehl et al., 1999; Vidal et al., 2002).
Basados en el polimorfismo de resistencia del gen (RGL) se
observo que esta ligada al locus Ryaqg (Sorri et al., 1999; Kasai
et al, 2000). Al mismo tiempo se observé que funciona como un
marcador para el gen Na,yy que esta estrechamente ligada a
Ryadg €n el mismo grupo de genes (Hamalainen et al., 1997),
Naagg tiene un control hipersentivo eficiente.

Los nematodos del quiste de raiz de la papa, Globodera
rostochiensis y Globodera pallida son patégenos importantes
del suelo en muchos paises del mundo, y la incorporacién de la
resistencia a los G. rostochiensis es necesaria para la liberacion
de nuevas variedades de papa. Muchos factores de resistencia
han sido introducidos en el pasado dentro de clones y
variedades de S. andigena, S. vernei y S. spegazzinii (Ross,
1986). El gen dominante Grol da resistencia a todos los
patotipos conocidos de G. rostochiensis, probablemente se
origind a partir de S. spegazzinii y fue co-localizado en el
cromosoma VII de papa (Barone et al, 1990). Grol
probablemente es idéntico al gen Fb descrito por primera vez
por Ross (1962). A nivel molecular, el locus Grol consiste en
una familia de genes de tipo NB-LRR agrupados. Uno de los
miembros de esta familia, Grol-4, demostré6 que confieren
resistencia a G. rostochiensis patotipo Rol (Paal et al. 2004).
Genes mayores (genes R) para RE para el virus X de la papa
(PVX, género Potexvirus) fueron identificados en clones
diploides y los genes dominantes Rx1 y Rx2 fueron mapeados
en los cromosomas Xll y V de papa, respectivamente (Ritter et
al., 1991). El origen de Rx1 y Rx2 no esta claro. RE a PVX se
ha introducido de S. andigena y S. acaule (Ross, 1986). Lo mas
probable es que Rx1 corresponda al gen Ry.q de S. andigena,
mientras que Rx2 corresponde al gen Rx, de S. acaule (Ritter
et al., 1991).

Sliwka et al. (2010) desarrollaron el marcador GP4 para
detectar el gen Rpi-phul que confiere resistencia al tizon
(Phytophthora infestans), que esta ubicado en el cromosomas
IX, la cual probablemente proviene se S. phureja.
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Gebhardt et al. (2006), describieron el ligamiento de los
marcadores basados en PCR para la combinaciéon de los
marcadores del gen Rya.qq para resistencia extrema a PVY con
Grol para resistencia a los nematodos y con Rx1 para
resistencia extrema a PVX, o con Senl para resistencia a
verruga (Synchytrium endobioticum). Los clones resultantes
mostraron tener varios rasgos de resistencia a los patégenos
mencionados.

En el presente estudio se describe la validaciéon de marcadores
moleculares asociados con la resistencia a tizon tardio
(Phytophthora. Infestans), al nematodo-quiste (Globodera
pallida y G. rostochiensis), a los virus PVX 'y PVY y a la verruga
(Sychytrium endobioticum), con el objetivo de confirmar la
resistencia reportada en las variedades evaluadas (Gabriel,
2010; Gabriel et al., 2011), asi como identificar parentales
potenciales, que seran utilizados en futuros cruzamientos y en
la seleccion asistida por marcadores moleculares (SAM) en
nuevas poblaciones segregantes.

Materiales y Métodos

Material biolégico. En invernadero fueron sembradas 20
variedades de papa (Tabla 1) provenientes del programa de
mejoramiento genético de papa de la Fundacion PROINPA
(Gabriel et al., 2011), incluyendo la variedad Waych’a (Solanum
andigena) como control susceptible, que es una de las mas
cultivadas en Bolivia. Como controles resistentes se utilizaron a
las variedades nativas: Papa Rosa (adg); Pinta Boca (stn);
Wallpa Ningri (stn); para el marcador RySC3, HC y Gro 1-4
respectivamente; y P’alta Chola para los marcadores GP94,
NL25 y CP60.

QTLs y genes de resistencia conocidos. En la Tabla 2 se
describe los QTLs y genes de resistencia a tizén (P.infestans),
nematodo — quiste (Globodera rostochiensis, G. pallida), PVY,
PVX y verruga (Synchytrium endobioticum) recopilados en los
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12 cromosomas, intervalo de marcadores flanqueantes (MF)
para cada gen/QTL y la respectiva referencia bibliogréfica.

Tabla 1. Lista de 20 variedades de papa y sus

resistencia descritas por Gabriel et al. (2011)

atributos de

Variedad Genealogia Resistencias
Hembra Macho

Aurora India Waych'a tiz, ver, vir
Chota Nawi 380073.2 [(sto x plIs)] tiz, vir
Desireé Urgenta (tbr) Depesche (tbr) pre
India US 136.6 [23235‘81[2(21)} X tiz, vir, glo
Isabel 82-222-2 Jaspe tiz, ros,
Jaspe (sto x pls) (tbr x phu) tiz, ros, vir
Keila 82-222-2 Jaspe tiz, ros,
Morita 82-222-2 India tiz, ver, vir
P'alta Chola India Robusta tiz, ver, vir
Pafrita Perla Desirée tiz, pre
Pinker ]%?]Igg:im Desirée tiz, pre
Puyjuni Imilla | India Waych'a tiz, ver, vir
Robusta (tbr x adg) tbr tiz, vir
Rosada (iop-phu) Sani Imilla (adg) tiz, vir
Runa Toralapa | tbr (I-1058) adg (700764) tiz, ver, seq
Salomé India (phu + gon) tiz
Victoria 86-40-3 Puquina (720049) tiz, vir, hel
Violeta g?g]busta X 82- [Robusta x 82-3-5] tiz, ver, vir
Yunguefiita O.P. Yungay tiz, vir
Waych'a Solanum andigena Nativa
tiz = Phytophthora infestans, ver = Synchytrium endobioticum, vir = PVY, pre

=Precocidad, glo = Globodera pallida, seq = Sequia, hel = Heladas.
adg) x adg, 86-40-3 = tbr x adg, Puquina = (ajh x phu) x tbr.

82-222-2 = (tbr x
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Tabla 2. QTLs y genes de resistencia a tizon, nematodo — quiste, PVY, PVX y verruga recopilados en
los 12 cromosomas, intervalo de marcadores flanqueantes (MF) para cada QTL/gen

N° | Crom Gen/QTL MF Factor Referencia

1 \% RGp5-vrnHC HC G. pallida Sattarzadeh et al. (2006)
2 Vi Gro 1-4 Grol-4 G. rostochiensis Gebhardt et al. (2006)

3 VIII RB RB Tizén (P. infestans) Colton et al. (2006)

4 IX Rpi-phul GP94 Tizén (P. infestans) Sliwka et al. (2010)

5 Xl Senl NL25 Verruga (S. endobiotium) Bormann (2004)

6 Xl Ryadg RYSC3 PVY Gebhardt et al. (2006)
7 Xl Rx1 CP60 PVX Bendahmane et al. (1997)

Crom = cromosoma; MF = marcadores flanqueantes
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Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados para amplificar los correspondientes marcadores en las
variedades para el cribado de QTL/genes conocidos

Marcador Cebador directo Cebador reverso -{:C? Tamafio | Protocolo
HC ACACCACCTGTTTGATAAAAAACT GCCTTACTTCCCTGCTGAAG 58 276 PCR
Grol-4 TCTTTGGAGATACTGATTCTCA CGACCTAAAATGAAAAGCATCT 60 602 PCR
RB CACGAGTGCCCTTTTCTGAC ACAATTGAATTTTTAGACTT 50 213 PCR
GP 94 ATGTATCACAATCACATTCTTGCTC TGTAAAACCAACAAGTAGTGTTGC 56 350 PCR
NL-25 TAT TGT TAATCG TTACTC CCTC AGA GTC GTT TTA CCG ACT CC 58 1000 CAPS
RYSC3 ATA CAC TCATCT AAATTT GAT GG | AGG ATATAC GGC ATCATTTTITCCGA | 58 320 SCAR1
CP60 CAGCCTACCGCGAAAGTGCCTTCG GCCAACCCCACGAGTTTCTCACTGAC 56 350 CAPS

'SCAR = Sequence Characterized Amplified Region (Sucuencia caracterizada de la regién amplificada)
2CAPS = Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (Secuencia polimérfica amplificada y cortada)
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Técnicas moleculares

Extraccion de ADN. Se colectaron foliolos tiernos y sanos de
las variedades de papa, provenientes de invernadero,
debidamente identificadas y almacenadas en freezers a -20 °C
para luego ser molidas en nitrogeno liquido (-195°C) hasta
obtener un polvo fino, del que se utilizé 100 mg para el proceso
de extraccion de ADN gendmico mediante el protocolo de
CTAB 2X (hexadecil bromuro de trimetil amonio) segun Doyle y
Doyle (1990).

Cuantificacion de &cidos nucleicos. La cuantificacion de ADN
gendmico, se realizé mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%, que fue cargado a los pocillos formados en el
gel. Estas muestras migraron durante 45 min en cubetas de
electroforesis a una potencia de 70 V (5v/Cm) y visualizado a
través de un transluminador UV marca Biorad.

La calidad y concentracion del ADN gendmico extraido se
valor6 por comparacion de intensidad con las bandas del
marcador de peso molecular de concentraciéon conocida (10000
bp Eurogentec).

Analisis de marcadores. Se han utlizado diferentes
marcadores que han sido compendiados en una lista de
marcadores potenciales que estan ligados y co-localizados con
gen/QTLs para P. infestans, G. pallida, G. rostochiensis, S.
endobioticum, PVX y PVY en un mapa referencial de papa
(Ritter et al., 2005; Ritter et al., 2008). La Tabla 3 muestra los
marcadores utilizados en la presente investigacion.

Condiciones de la PCR. Unos 15 uL de mezcla conteniendo 4
ng de DNA Molde, 1X de Tamp6on PCR 10X, 0,2 mM dNTP, 1
pmol/uL de cada iniciador y 0,025 U/uL de la enzima Tag
polimeraza fue usado. El programa de amplificacion fue
realizado en un termociclador (modelo PTC-100, MJ Research,
Ramsey, Minnesota, USA), que consisti6 en un tiempo de
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desnaturalizacion inicial de 5 min del DNA a 94°C, una
desnaturalizacion de 94°C por 1 min, una temperatura de
anillamiento, 35 ciclos a 94°C por 1 min, X°C por 45 s, y 72°C
por 5 min. Subsecuentemente, Los productos de amplificacion
fueron visualizados y cuantificados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.8%, con 5 uL del producto PCR y 0.5 uL
de tampon de cargado y se aplicd una corriente de 5V/cm.

Los marcadores CAPS se evaluaron inicialmente mediante PCR
y posteriormente se procedié a la digestion del producto de
amplificacién utilizando unos 20 yL de mezcla conteniendo 5
ng/uL de DNA Molde, Buffer ER 10X, BSA 10 pg/uL, y 10u/uL
de la enzima Ddel. Los productos digeridos se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 2% preparado con 2 g de
agarosa, 100 mL de TBE 1X. La muestra se prepar6 con 10 pL
del producto digerido y 2 pL de tampon de carga. Los geles se
visualizaron en el transluminador marca Biorad.

Andlisis de alelos. La presencia o ausencia de cada marcador
molecular validado en cada variedad, se anot6 y almacené en
archivos con formato EXCEL para su posterior analisis.

Resultados

Para detectar los genes de resistencia a PVY, PVX, nematodo —
quiste (G. rostochiensis, G. pallida), verruga (S. endobioticum) y
tizon (P. infestans), se analizaron las bandas por la
presencia/ausencia de los alelos en los geles de electroforesis,
los mismos que fueron anotados en una hoja electronica de
Excel.

El anadlisis realizado mostr6 que el alelo para el marcador
RySC3 co-localizado con el gen Ry.q, para resistencia a PVY en
el cromosoma XI a 320 pb (Gebhardt et al., 2006), fue
observado en todas las variedades (Tabla 4 y Figura 1), no asi
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Tabla 4. Presencia/ausencia de alelos (QTIs/genes) resistentes en las variedades evaluadas, las
mismas que se han identificado a través de la utilizacion de marcadores moleculares

N°  Variedad PVY G.p. G.r. P.i. S.e. PVX
RySC3 HC Gro 1-4 GP 94 NL 25 CP 60

1 Aurora + + - + + +

2 Chota Nawi + + + + + -

3 Desireé + - - + + +

4 Isabel + + + + + +

5 Runa Toralapa + - - + + +

6 Keila + + + + + +

7 Morita + + - + + +

8 Pafrita + - - + + +

9 P'alta Chola + + - + + +

10 Pinker + - - + + +

11 Puyjuni Imilla + + - + + +

12 Robusta + + - + + +

13 Rosada + + - + + +

14 Salomé + - - + + +

15 Victoria + + + + + +

16 Violeta + + + + + +

17 Yunguefiita + + - + + +

18 Jaspe + + + + + +

19 Waych'a C- - - - - - -

20 India + + + + + +

21 C+ Pro Pbo Whni P Ch P Ch P Ch

22 C-

Papa Rosa = Pro (adg), Pinta Boca = Pbo (stn), Wallpa Ningri = Wni (stn), PCh = P’alta Chola, + = Presencia del alelo de resistencia, - =
Ausencia del alelo de resistencia, C+ = Control positivo (Resistente), C- = Control negativo (Susceptible).
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2 3 4 5 8 7 8 9 1001 12 13 14 1511® 17 18 18 20 21 22

1. Aurora, 2. Chota Nawi, 3. Desireé, 4. Isabel, 5. Runa Toralapa, 6. Keila, 7. Morita, 8.
Pafrita, 9. P'alta Chola, 10. Pinker, 11. Puyjuni Imilla, 12. Robusta, 13. Rosada, 14.
Salome, 15. Victoria, 16. Violeta, 17. Yunguefiita, 18. Jaspe, 19. Waych'a C-, 20. India,
21. Papa Rosa C+, C- (de reaccion).

Figura 1. Deteccion del gen Ryadg, utilizando el marcador
RySC3 en variedades de papa mejorada (Solanum tuberosum),
representada por el fragmento de 320 pb

en la variedad Waych'a que es utilizada como control negativo
(C-), donde no se observé la banda del alelo de resistencia, en
cambio la variedad nativa Papa Rosa (adg) que es el control
positivo (C+) si mostro el alelo.

El alelo para el marcador CP60 co-localizado con el gen Rx1
para resistencia a PVX, ubicado en el cromosoma Xll a 350 pb
(Bendahmane et al., 1997), fue observado en todas las
variedades con excepcion de Chota Nawi (Tabla 4).

El alelo para el marcador HC co-localizado con gen/QTL RGp5-
vrnHC para resistencia a G. pallida, ubicado en el cromosoma V
a 276 pb (Sattarzadeh et al., 2006), no se detect6 en las
variedades Desirée, Runa Toralapa, Pafrita, Pinker, Salomé y
Waych’a (Tabla 4). Todas las demas variedades si mostraron el
alelo de resistencia, incluyendo el control positivo nativo Pinta
Boca (stn).

El alelo para el marcador Grol-4 co-localizado con el gen Grol-
4 para resistencia a G. rostochiensis en el cromosoma VIl a 602
pb (Gebhardt et al.,, 2006), fue observado en las variedades
Chota Nawi, Isabel, Keila, Victoria, Violeta, Jaspe e India 'y en el
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control positivo nativo Wallpa Ningri (stn). Todas las demas
variedades no mostraron el alelo de resistencia (Tabla 4).

El alelo para el marcador GP94 co-localizado con el gen/QTL
Rpi-phu 1 para resistencia a P. infestans en el cromosoma IX a
350 pb (Sliwka et al., 2010), se detect6 en todas las variedades,
con excepcion de Waych’'a que es el control Susceptible C-
(Tabla 4 y Figura 2).
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1. Aurora, 2. Chota Nawi, 3. Desireé, 4. Isabel, 5. Runa Toralapa, 6. Keila, 7. Morita, 8.
Pafrita, 9. P'alta Chola, 10. Pinker, 11. Puyjuni Imilla, 12. Robusta, 13. Rosada, 14.
Salome, 15. Victoria, 16. Violeta, 17. Yunguefiita, 18. Jaspe, 19. Waych'a C-, 20. India,
21. Palta Chola C+, 22. C- (de reaccion).

Figura 2. Deteccién del gen Rpi-phu 1, utilizando el marcador
GP 94 en variedades de papa mejorada (Solanum tuberosum),
representada por el fragmento de 350 pb

Finalmente el alelo para el marcador NL25 co-localizado con el
gen Senl para resistencia a S. endobioticum en el cromosoma
Xl a 1000 pb (Sliwka et al., 2010), se detect6 en todas las
variedades evaluadas a excepcion de Waych’a que no mostro
la presencia del alelo (Tabla 4).

Discusion

En el presente estudio se validaron marcadores moleculares co-
localizados con genes de resistencia a los virus PVY, PVX, al
nematodo-quiste (G. pallida, G. rostochiensis), al tizon (P.
infestans) y la verruga (S. endobioticum) en los cromosomas,
X1, XII, V, VII, IX, XI y VIII respectivamente. Estos marcadores
fueron validados en nuevas variedades de papa obtenidas de la
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combinacién de diversas especies cultivadas y silvestres de
papa (Gabriel et al., 2011). Las especies cultivadas utilizadas en
los cruzamientos involucraron a Solanum andigena (4x), S.
tuberosum (4x), S. goniocalyx (2x), S. phureja (2x) y S. ajanhuiri
(2x), y a las especies silvestres S. stoloniferum (4x), S.
iopetalum (6x), S. palustre (2x), S. fendleri (2x).

Los resultados mostraron que los marcadores moleculares
utilizados para asociar los genes de resistencia a multiples
factores fue un método eficiente para asociar con los rasgos de
resistencia en las variedades evaluadas. La utilizacion de los
marcadores ligados a los cinco loci mayores de resistencia:
HC, Gro 1-4, NL25, RYSC3 y CP60 lograron asociarse con los
genes de resistencia RGp5-vrnHC, Gro 1-4, Senl, Ryadg y Rx1
respectivamente.

Se debe mencionar que la resistencia al virus PVY y la verruga
(S. endobioticum) es simple y esta gobernada por genes R
mayores que le confiere un tipo de resistencia monogénica
(Mendoza et al., 1996; Mihovilovich et al., 1998; Fernandez —
Northcote, 1991). Esto se reflej6 cuando se encontré que las 20
variedades o sea el 100% mostro la presencia del alelo de
resistencia a PVY, probablemente proveniente de las especies
de S. andigena y/o S. stoloniferum (Fernandez-Northcote, 1981)
utilizados en la generacién de las nuevas variedades evaluadas.
Una experiencia reciente en la que se utiliz6 el marcador
RYSC3 para la deteccion del gen Ry.q, de un total de 71
progenitores de papa analizados, 30 mostraron algun tipo de
resistencia a PVY y 17 fueron portadores del marcador; ademas
este marcador fue utilizado para SAM en 499 progenies
provenientes de diferentes cruzamiento, mostrando un 99.7%
en la eficacia de deteccion del gen Ry.q, (Sagredo et al., 2009).

Respecto de la herencia a PVX se menciona que es
monogénica y se han reportado genes dominantes de
hipersensibilidad Nxy: Yy Nby, que han sido introducidos en
diversos cultivares europeos y estadounidenses, especialmente
el Nxq, (Ross, 1986). El gen Nby, ha sido detectado en diversas
especies como S. andigena, S. acaule, S. vernei, S. tuberosum,
S. sparsipilum, S. chacoense, S. microdontum, S. etuberosum y
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S. pinatisectum (Rizvi, 1983; Fernandez-Northcote, 1991). En el
presente estudio 18 de las 20 variedades evaluadas, es decir el
80% mostraron el alelo de resistencia a este virus, que
probablemente proviene de la especie S. andigena y S. palustre
(antes llamado S. vernei), utilizadas en la generacion de estas
variedades.

En el caso de la verruga (S. endobioticum) se observé que
todas las variedades evaluadas, es decir el 100% mostraron el
alelo de resistencia, probablemente proveniente de la especies
cultivada S. andigena. Este caracter estd gobernado por un
gene dominante y fue detectado en el cromosoma XI en una
posicion similar al gen Ry.qq (Helh et al., 1999) y el gen Senl
esta ligado a genes homaologos N.

Se debe mencionar que la utilizacion de cualquier marcador
para SAM para caracteres monogénicos resulta sencillo, pero
se debe poner a punto las técnicas, encontrando sus
temperaturas de anillamiento apropiadas y ver si genera
polimorfismo en las poblaciones genotipadas, lo cual lleva
tiempo, recurso y trabajo. Esto requerird de la automatizacion
del proceso.

En el caso del nematodo del quiste el andlisis de la resistencia
se complica porque estos son caracteres poligénicos
gobernados por genes menores de herencia cuantitativa (Ross,
1996). En el presente estudio se observé que 14 de las 20
variedades evaluadas, es decir el 70% mostraron el alelo de
resistencia para G. pallida y 7 de las 20 variedades, es decir el
35% mostraron el alelo de resistencia a G. rostochiensis. Esto,
esta indicando la complejidad de la resistencia de G.
rostochiensis en referencia a G. pallida. Esta resistencia
aparentemente esta vinculada a la especie S. palustre (antes S.
vernei) y S. andigena, que fueron reportadas como resistentes
por Ross (1996) y que fueron utilizadas en las cruzas para
obtener las variedades evaluadas.

La herencia de la resistencia a tizon (P. infestans) es compleja 'y
gobernada por muchos genes (poligénica) tal como lo indicaron
Wastie (1991) y Ross (1996). Sin embargo, estudios realizados
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por Colon et al. (1995) observaron resistencia parcial conferida
por genes R provenientes de especies silvestres como Solanum
arnezii, S. holdelmanni, S. leptophyes, S. berthaulti y S.
microdontum. En cambio, Gabriel et al. (2011), reportaron
resistencia parcial al tizén conferida por genes menores en
cruzas realizadas entre especies silvestres como S. okadae, S.
canacense, S. bukasovii, S. jamessii and S. raphanifolium con
especies cultivadas de S. phureja y S. goniocalyx.

En el presente estudio todas las variedades mostraron tener la
banda del alelo de resistencia a esta enfermedad. Esta
resistencia probablemente fue conferida de las especies de S.
andigena, S. phureja, S. iopetalum, S. fendleri y S. stoloniferum,
utilizados en la generacién de las nuevas variedades. Sin
embargo, se sebe mencionar que se observé que la variedad
Desirée mostro el alelo de resistencia al tizon. Esta variedad es
susceptible al tizén en follaje, pero fue reportada con la mas alta
resistencia en tubérculo (Baarveld et al., 2003). Esto esta
indicando que la resistencia de hoja y tubérculo son eventos
independientes gobernados por genes diferentes, tal como fue
observado en otros estudios (Collins et al, 1999;
Oberhagemann et al. 1999; Gabriel et al. 2009).
Aparentemente, en el presente estudio la banda del alelo
observado estd asociada con los genes de resistencia a tizén
en tubérculo.

El marcador RB utilizado para detectar el gen de resistencia a
tizon (RB) no fue observado en ninguna de las variedades
evaluadas, probablemente debido a que éstas no tienen los
genes de S. bulbocastanum que es la especie en la cual se ha
identificado este gen de resistencia esto estaria indicando que
posiblemente el marcador es especifico para este gen. (Colton
et al., 2006)

Un ensayo PCR realizado con genotipos provenientes de la
cruza entre S. phureja y S. bulbocastanum con el propésito de
verificar la presencia del gen RB amplifico el fragmento que se
esperaba a 213 pb (resultados no publicados).
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Se debe resaltar que las variedades nativas Papa Rosa (adg),
Pinta Boca (stn), Wallpa ningri (stn) mostraron ser testigos
positivos para los marcadores moleculares RySC3, HC y Gro 1-
4, que estan asociados a los genes de resistencia a PVY, G.
pallida y G. rostochiensis. Indicando esto que estas especies
son una nueva fuente de resistencia genética.

Se debe enfatizar que so6lo se puede diferenciar genes/QTL
seleccionables. Esto requiere que tanto el marcador sea
polimorfico, como que la configuracion alélica del gen/QTL sea
apropiada.

Es notorio observar que existen marcadores indirectos y
directos. En los marcadores indirectos hay ciertas distancias
entre el marcador y un gen de interés y puede haber
recombinaciones. A este tipo de marcadores pertenecen los
SSRs que son muy polimérficos pero se pueden también
seleccionar “falsos alelos”, debido a las recombinaciones. Esto
requiere aumentar el nimero de SSRs disponibles.

En cambio, los marcadores directos permiten la identificacion
directa de los alelos de un gen de interés y se pueden aplicar
independientes del entorno genético, son normalmente
derivados de regiones codificantes (coding regions) como ESTs,
TDFs, utilizando diferentes técnicas moleculares. Los genes
candidato son interesantes en este sentido, pero tienen la
desventaja de que no son tan polimérficos como los SSRs.

Por otra parte, existen varias aplicaciones practicas para genes
candidatos detectados como analisis de su diversidad alélica,
transformacion genética o referencias cruzadas a través de la
integracion en mapas de ligamiento. Los estudios de diversidad
alélica en diferentes germoplasmas pueden permitir asociar
variantes alélicas especificas con un genotipo particular
detectar los alelos mas efectivos y de esta manera proporcionar
marcadores Utiles para la seleccion asistida (SAM).
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