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ARTICULO DE INVESTIGACION

Asociaciones de marcadores moleculares con la resistencia a
enfermedades, caracteres morfolégicos y agronomicos en familias
diploides de papa (Solanum tuberosum L.)

Associations of molecular markers with diseases resistance,
morphological and agronomic characters in potato diploid families
(Solanum tuberosum L.)

Julio Gabriel*, Silene Veramendi* *>, Linett Pinto* **, Leslie Pariente* * *,
Ada Angulo**

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n1.57712

Resumen

Quince familias de papa (824 genotipos) provenientes de cruzas inter-especificas entre especies de Solanum stenotomum,
S. goniocalyx y S. phureja fueron genotipadas, con el objetivo de asociar seis marcadores moleculares (GP94, HC, NI25,
Gro 1-4, RYSC3 y CP60) con genes mayores de resistencia para tizén tardio (Phytophthora infestans), verruga (Synchytrium
endobioticum), nematodo - quiste (Globodera pallida y G. rostochiensis) y virus PVY y PVX. Los resultados mostraron que
cinco de los marcadores aplicados fueron polimérficos y amplificaron en mas del 80% de las familias. El marcador RYSC3
que co-localiza con el gen Ry.¢s no amplificé en ninguna de las familias evaluadas. La familia 8 amplificé la banda para tres
marcadores (CP60, GP94 y NL25) en la totalidad de sus clones. La prueba de y? se utilizé para determinar el ajuste de las
proporciones de segregacion de cada familia para cada marcador y genotipar los progenitores. Nueve caracteres agrono-
micos y morfolégicos fueron evaluados en la cosecha. Mediante agrupamiento cluster fueron seleccionados 107 clones
con resistencia a PVX, P. infestans, G. rostochiensis y S. endobioticum, alto rendimiento y volumen de tubérculos, elevado
nimero de tubérculos y ojos superficiales. Sobre la base de estos resultados, aspectos practicos para la aplicacion eficiente
de la seleccién asistida por marcadores moleculares son discutidos en este articulo.

Palabras clave: Tizén, verruga, virus, nematodos, polimérficos, genes mayores.

Abstract

Fefteen families of potato (824 genotypes) originated from inter-specific crosses among Solanum stenotomum, S. goniocalyx
and S. phureja were genotyped in order to associate six molecular markers (GP94, HC, NI25, Gro 1-4, RYSC3 y CP60).
These molecular markers are linked to major genes for resistance to late blight (Phytophthora infestans), wart (Synchytrium
endobioticum), root cyst nematode (Globodera pallida and G. rostochiensis) and viruses PVY and PVX. Results showed that
five of six molecular markers were polymorphic and primers amplified in more than 80 % of the families. Molecular marker
RYSC3 that is linked to Ryad; gene did not amplify in any family. All individuals in Family 8 scored positive for three markers
(CP60, GP94, and NL25). %2 test was used to determine the significance of the segregation ratios of each marker in every
single family; so to the possible genotype of its parents was inferred. Nine morphological and agronomical characters were
assessed during the harvest. Cluster analysis classified and selected 107 genotypes by putative resistance to PVX, P. infes-
tans, G. rostochiensis and S. endobioticum, high yield, tuber volume and tuber number and shallow eyes. According to our
results, practical aspects of efficient use of marker assisted selection in potato are discussed in this paper.

Key words: Late blight, wart, virus, nematodes, polymorphic, major genes.
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Introduccién

Las plagas y enfermedades son los principales proble-
mas 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 proteccion quimica no
son generalmente accesibles, y también en la agricul-
tura orgdnica en los paises industrializados (Gebhardt
et al., 2006). Se estima que las plagas y enfermedades
del cultivo de papa causan 30 % de pérdidas antes
de la cosecha y 20 % en poscosecha en los paises en
desarrollo en comparacién con 5y 10 % en paises
desarrollados (FAO, 2010).

El mejoramiento convencional para resistencia a pla-
gas y enfermedades consiste en la identificacion de
fuentes de resistencia, que a menudo se encuentran
en las especies emparentadas vy silvestres de papa. La
introgresion de los genes de resistencia de éstas espe-
cies por retrocruzamiento recurrente a diferentes clo-
nes de Solanum tuberosum L., generd en los ultimos
50 afos muchos genotipos y clones resistentes (Ross,
1986).

En las dltimas dos décadas, varios de estos genes de
resistencia se han localizado en el mapa genético de
la papa utilizando marcadores moleculares. Se han
identificado genes mayores (genes R), asi como loci de
resistencia cuantitativa (QTR) (Gebhardt y Valkonen,
2001). El conocimiento de la posicion de los genes de
resistencia en el mapa genético; asi como, la existen-
cia de marcadores moleculares estrechamente ligados
a dichos genes facilita ahora la localizacién y combi-
nacion de factores de resistencia de diferentes fuentes
(Gebhardt et al., 2006).

Al momento, ya se han integrado caracteres cualita-
tivos en los mapas genéticos de la papa (Ritter et al,
2005), como la resistencia monogénica a PVY (Ryso,
Brigneti et al, 1997, Ryad, Hamaéldinen et al., 1997),
a PVX (Rx1, Rx2, Ritter et al,, 1991; Nb, De Jong et al.,
1997, Nx,, Tommiska et al., 1998), a los nematodos
(Crol, Barone et al,, 1990, H1, Gebhardt et al,, 1993,
Gpal, Kreike et al., 1996, Gpa2, Rouppe van der Voort
et al., 1997, Gpa5, Rouppe van der Voor et al., 2000)
y al tizén tardio (R1, Leonards-Schippers et al., 1994,
R3, El-Kharbotly et al,, 1994, R2, Lietal., 1998, R6 y R7,
El-Kharbotly et al, 1996). Asimismo, también se han
integrado caracteres cuantitativos como la resistencia
poligénica a tizén (Rpi-phul, Sliwka et al.,, 2010) y ne-
matodo-quiste (RGp5-vrnHC, Sattarzadeh et al., 2006).

El virus de la papa PVY (género Potyvirus) es uno de
los patégenos virales mas importantes de la papa culti-
vada. Se identificé un solo gen dominante de resisten-
cia extrema (RE) Ry.s; @ PVY en S. andigena (Muhoz
et al, 1975), que se encuentra en el cromosoma Xl
(Hamaldinen et al., 1997). El gen Rya.q; esta estrecha-
mente vinculado a una familia de genes con una alta
homologia de secuencia con el gen N del tabaco que
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 solandceas que tienen en comdn los dominios pro-
teicos: sitio de unién al nucleétido (NB) y repeticiones
ricas en leucina (LRR) (Whitham et al., 1994; Leister et
al., 1996; Hamaldinen et al.,, 1997; Hehl et al., 1999;
Vidal et al., 2002). El marcador SCAR RYSC3 se obtuvo
en base a polimorfismos localizados en secuencias si-
milares al gen de resistencia (RGL). Estas RGL estan liga-
das al locus Ryagg (Sorri et al, 1999; Kasai et al., 2000).
RYSC3 también funciona como un marcador para el
gen Naugg que estd estrechamente ligado a Ryadg (€n
el mismo grupo de genes) (Hamaldinen et al., 1997).
Naagg confiere resistencia hipersensitiva al virus A de
la papa.

El nematodo-quiste de la raiz de la papa es una de las
enfermedades del suelo mas importante en muchos
paises del mundo. Existen dos especies de nematodos:
Globodera rostochiensis y Globodera pallida. Lamen-
tablemente ni la rotacion de cultivos ni el control qui-
mico tienen un efecto significativo sobre el desarrollo
de la enfermedad. Por tanto, el cultivo de variedades
resistentes y la incorporacién de genes de resistencia
en variedades comerciales es la mejor opcién para el
control de nematodos (Asano et al., 2012). Muchos
factores de resistencia provenientes de S. andigena,
S. vernei y S. spegazzinii se introdujeron en el pasa-
do dentro de clones y variedades (Ross, 1986). El gen
dominante Grol da resistencia a todos los patotipos
conocidos de G. rostochiensis, probablemente se ori-
gind a partir de S. spegazzinii y fue localizado en el
cromosoma VII de papa (Barone et al., 1990). Gro1 es
probablemente idéntico al gen Fb descrito por primera
vez por Ross (1962). A nivel molecular, el locus Gro1
consiste en una familia con grupos de genes del tipo
NB-LRR. Uno de los miembros de esta familia, Gro1-4,
demostré que confiere resistencia a G. rostochiensis
patotipo Ro1 (Paal et al., 2004). El marcador molecular
Gro1-4 puede detectar al gen Gro1-4 (Biryukova et al.,
2008, Gebhardt et al., 2006). El marcador HC detecta
al gen RGp5-vrnHC, el cual confiere resistencia parcial
a G. pallida patotipo Pa2/3 (Sattarzadeh et al., 2006).
HC es un SNP (Single-nucleotide polymorphism) y el
marcador mas utilizado para diagnosticar resistencia a
G. pallida. El origen del alelo RGp5-vrnHC fue S. vernei.

Genes mayores de resistencia extrema (RE) para el vi-
rus X de la papa (PVX, género Potexvirus) fueron iden-
tificados en clones diploides. El gen dominante Rx1
fue mapeado en el cromosoma XlI de la papa (Ritter et
al., 1991). El origen de RxT no esta claro. RE a PVX se
ha introducido de S. andigena y S. acaule (Ross, 1986).
Lo mas probable es que RxT corresponda al gen Ryad,
de S. andigena (Ritter et al., 1991). El marcador CAPS
CP60 es utilizado para detectar al gen Rx7 (Bendahma-
ne et al., 1997).

La resistencia a verruga (Synchytrium endobioticum)
esta gobernada por genes R mayores, por lo que se
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trata de un tipo de resistencia monogénica. Este ca-
racter esta gobernado por un gen dominante y fue de-
tectado en el cromosoma Xl en una posicion similar al
gen Ryaqg (Hehl et al, 1999) y el gen Sen1 esta ligado
a genes homologos N.

La herencia de la resistencia a tizon (Phytophthora in-
festans) es compleja y es gobernada por muchos ge-
nes (caracter poligénico), tal como lo indicaron Wastie
(1991) y Ross (1996). Ritter et al. (2009) y Gabriel et
al. (2011) encontraron resistencia parcial al tizéon con-
ferida por genes menores en cruzas realizadas entre
especies silvestres como S. okadae, S. canacense, S.
bukasovii, S. jamessii y S. raphanifolium con especies
cultivadas de S. phureja y S. goniocalyx. Sin embargo,
estudios realizados por Colon et al. (1995) observaron
resistencia parcial conferida por genes R provenientes
de especies silvestres como S. arnezii, S. holdelmanni,
S. leptophyes, S. berthaultii y S. microdontum. Por otra
parte, Sliwka et al. (2010) desarrollaron el marcador
GP94 para detectar el gen de resistencia a tizon Rpi-
phul de S. phureja, que esta ubicado en el cromosoma
IX del genoma de papa. Este gen se origina de un hibri-
do interespecifico entre S. stenotomum y S. phureja, y
confiere un elevado nivel de resistencia a P. infestans.

Gebhardt et al. (2006), aplicaron marcadores molecu-
lares para seleccionar plantas que combinen el gen
Ry.ds, que confiere resistencia extrema a PVY, el gen
Grol para resistencia al nematodo G. rostochiensis,
el gen RxT para resistencia extrema al PVX y el gen
SenT para resistencia a verruga. Los clones resultantes
mostraron resistencia a uno o mas de los patégenos
mencionados.

En este estudio se describe la implementacion de la
seleccion asistida por marcadores (SAM) con el objeto
de asociar marcadores moleculares con los genes de
resistencia para tizon tardio (P. infestans), verruga (S.
endobioticum), nematodo - quiste (G. pallida 'y G. ros-
tochiensis) y virus PVY y PVX en 15 familias diploides de
papa del tercer ciclo de seleccion recurrente del pro-
grama de biofortificacion para alta concentracion de
Fe y Zn, generadas por el programa de mejoramiento
genético del Centro Internacional de la Papa (CIP), de
los cuales no se cuenta con los antecedentes de resis-
tencias a patégenos.

Materiales y métodos

Material bioldgico

En invernadero fueron sembradas, 15 familias de papa
diploide (824 genotipos) del tercer ciclo de seleccion
recurrente para incrementar las concentraciones de Fe
y Zn (tabla 1), obtenidas en el Programa de Mejora-
miento Genético de Papa del CIP en Lima, Perd. Estas
familias provienen de la cruza interespecifica entre es-
pecies nativas de Solanum stenotomum, S. goniocalyx
y S. phureja. Antes de la siembra se sumergié la semi-

lla sexual en una solucion de acido giberélico a 1500
ppm, disolviendo 0.75 g x 0.5 litro de agua destilada
esterilizada, por 24 horas, para romper la dormancia y
uniformizar la germinacion.

Luego de secar la semilla bajo condiciones de ambien-
te, fueron sembradas 100 semillas/familia, en bandejas
de almacigo utilizando un sustrato esterilizado de mus-
go, arena y tierra en una proporcion 2:1:1. Los almaci-
gos se regaron tres veces al dia. Al mes de la siembra,
las plantas fueron trasplantadas a macetas de 500 g de
capacidad en sustrato esterilizado para su crecimiento.

Se utilizaron como controles positivos en la reaccion
PCR a las variedades Isabel y P’alta Chola, y un control
negativo de reaccion en base a agua destilada (Vera-
mendi et al., 2011).

Condiciones del experimento

El experimento se implementé en un invernadero y los
analisis moleculares se realizaron en el laboratorio de
Biologia Molecular y Bioinformatica de la Fundacién
PROINPA, ubicada a 13 km en la zona de El Paso de
la provincia Quillacollo en Cochabamba, a 17° 21’
01.91” de Latitud Sud y 66° 15" 44.34"” de Longitud
Oeste, a una altura de 2613 msnm, una precipitacion
media anual de 512 mm y una temperatura promedio
de 17.4 °C.

Extraccion de ADN

En invernadero se colectaron foliolos tiernos y sanos
de cada planta de las 15 poblaciones de papa, de-
bidamente identificadas y refrigeradas a -20 °C, que
fueron molidas en nitrégeno liquido (-195 °C). De
este molido, se utilizaron 100 mg para el proceso de
extraccion de ADN genémico mediante el protocolo
de CTAB 2X (hexadecil bromuro de trimetil amonio)
(Doyle y Doyle, 1990).

Cuantificacién de dcidos nucleicos

La cuantificacion de ADN gendmico se realizé me-
diante electroforesis en geles de agarosa al 1 %. Las
muestras se migraron durante 45 min en cubetas de
electroforesis a una potencia de 70 V (5v/cm) y fueron
visualizadas a través de un transluminador UV marca
Biorad.

La calidad y concentracién del ADN genémico extrai-
do se verificaron por comparacion de intensidad de las
bandas de las muestras con cada una de las bandas del
marcador de peso molecular de concentracién cono-
cida (10000 bp Eurogentec).

Andlisis de marcadores

Se utilizaron seis diferentes marcadores que estan liga-
dos y co-localizados con genes de resistencia para P.
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Tabla 1. Cédigo, genealogia, nimero de clones y origen de15 familias de papa utilizadas para SAM. El Paso, 2013.

Familia Codigo Genealogia No. de clones

1 311022 MN-5.58XMN-1.78 48
2 311024 MN-5.58XMN-13.62 75
3 311035 MN-5.58XMN-3.68 20
4 311028 MN-5.58XMN-15.55 57
5 311047 MN-13.62XMN-1.78 54
6 311080 MN-3.68XMN-13.62 73
7 311081 MN-3.68XMN-13.65 53
8 311083 MN-3.68XMN-7.53 34
9 311085 MN-3.68XMN-15.55 43
10 311100 MN-15.55XMN-13.65 81
11 311102 MN-15.55XMN-3.68 67
12 311200 703294XMN-2.106 39
13 311209 703294XMN-7.53 47
14 311340 703597XMN-15.55 66
15 311423 704120XMN-15.55 67

Total 824

Leyendas: 311022=[(stn-stn)x(stn-gon)|x[(stn-stn)x (stn-gon)]; 311024=[(stn-stn)x(stn-gon)]x[(stn-stn)x(stn-gon)|; 311035=[(stn-stn)x(stn-gon)]
xphu;  311028=[(stn-stn)x(stn-gon)|x[(stn-stn)x(gon-stn)];  311047=[(stn-stn)x(stn-gon)|x[(stn-stn)x(stn-gon)]; 311080=[(stn-stn)x(gon-stn)]
x[(stn-stn)x(stn-gon)]; 311081=[(stn-stn)x(gon-stn)]x[(stn-stn)x(stn-gon)]; 311083=[(stn-stn)x(gon-stn)]x[(stn-stn)x(gon-stn)]: 311085=[(stn-
stn)x(gon-stn) |x[(stn-stn)x(gon-stn)];  311100=[(stn-stn)x(gon-stn)|x[(stn-stn)x(stn-gon)];  311102=[(stn-stn)x(gon-stn)|x[(stn-stn)x(gon-stn)];
311200=phux[(stn-stn)x(gon-gon)|; 311209=phux|(stn-stn)x(gon-gon)|; 311340=phux|(stn-stn)x(gon-gon)|; 311423=phux|(stn-stn)x(gon-gon)].

infestans, G. pallida, G. rostochiensis, S. endobioticum,
PVX y PVY en un mapa referencial de papa (Ritter et
al., 2005; 2008; 2009). En la tabla 2 se describen los
genes de resistencia a tizon (P. infestans), nematodo-
quiste (Globodera rostochiensis, G. pallida), PVY, PVX,
verruga (Synchytrium endobioticum) y marcadores
flanqueantes (MF) para cada gen/QTL, recopilados en
los 12 cromosomas de la papa. La tabla 3 muestra la

secuencia de los cebadores utilizados para amplificar
los correspondientes marcadores para el cribado de
los genes de resistencia.

Condiciones de la PCR

Se determiné la temperatura de hibridacion especifica
para cada marcador, realizando una PCR Hot Start en

Tabla 2. Cromosoma, marcador flanqueante, factor de resistencia y referencia para seis genes mayores de resistencia recopilados

en los 12 cromosomas de la papa.

N¢ Crom Gen MF Factor Referencia

1 Xl Ryadg RYSC3 PVY Gebhardt et al,, (2006)

2 V RGp5-vrnHC HC G.p. Sattarzadeh et al., (2006)
3 VI Gro 1-4 Grol-4 G.r. Gebhardt et al., (2006)

4 IX Rpi-phu 1 GP94 P.i. Sliwka et al., (2010)

5 Xl Sen1 NL25 S.e. Bormann (2004)

6 Xl Rx1 CP60 PVX Bendahmane et al,, (1997)

Leyendas: MF=Intervalos de marcadores flanqueantes para cada QTL/gen. P.i.=Phytophthora infestans, G.r.=Globodera rostochiensis, G.p=G. pallida,

S.e.=Synchytrium endobioticum.
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Tabla 3. Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar los correspondientes marcadores para el cribado de QTL/genes

conocidos en 15 familias diploides de papa.

Marcador Cebador T° A (°C) Ta(rz:;i 0 Protocolo
o |pacoccomomen [ | | e
GIO14 | B CGACCTAAAATGAMAGCATCT o0 | ez | PR
GP94 | TG TAMACCAACAAGTAGTGTIGE s | w0 | PR
NLZ5 | B AGA GIC GIT TTA CCG ACTCC 58| 000 | caps
RYSC3 | B AGG ATATAC GGLATC AT TITCCGA | %8 | 30 | SO
CPOO | B GCCACCCCACGAGTIICTCACTGA | %0 | 350 | cars

Leyendas: D: Cebador directo, R: Cebador reverso, T°A: Temperatura de anillamiento, bp: Pares de bases, PCR: Polimeraza Chain Reaction (Reac-
cién en Cadena de la Polimerasa), SCAR: Sequence Characterized Amplified Region (Secuencia caracterizada de la regién de amplificada); CAPS:
Cleaved Amplified Polymorphic Sequency (Secuencia polimérfica amplificada y cortada).

gradiente en la que se seleccioné la banda para cada
caso (tabla 4).

Se utilizaron 15 pL de mezcla con 15 ng de ADN Mol-
de, 1X de Tampdn PCR 10X, 0,2 mM dNTP, 1 pmol/
uL de cada iniciador y 0,025 U/uL de la enzima Taq
Polimerasa. El programa de amplificacion fue realizado
en un termociclador (modelo PTC-100, M] Research,
Ramsey, Minnesota, USA), que consistié en un tiempo de
desnaturalizacion inicial de 5 min del ADN a 94 °C, 35
ciclos a 94 °C por 1 min, temperatura de anillamiento en
°C por 45 seg, y extension a 72 °C por 2 min, mas una
extension final de 7 min, segin el marcador. Luego, los
productos de amplificacién fueron resueltos mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,8 %, aplicando
una corriente de 5 V/cm. Los geles se visualizaron en
un transluminador marca Biorad.

Andlisis de alelos

Las huellas genéticas generadas por hibridacion o por
PCR, son heredadas a la descendencia de acuerdo a las
leyes mendelianas (Valdez-Moctezuma y Kahl, 2005).
Los geles fueron analizados de forma visual, utilizan-
do una matriz de presencia-ausencia del fragmento
amplificado para el QTA-genotyping (Gabriel, 2008).
Los datos de presencia o ausencia para cada marca-
dor segregante en cada progenie, se almacenaron en
archivos con formato Excel para su posterior andlisis
estadistico. Se utilizé la prueba de y? para determinar
la significancia de la desviacion para los dos tipos de
segregacion esperada (3:1 y 1:1) cuando se tiene un
marcador dominante en un diploide.

Este analisis sirvio; asimismo, para identificar aquellas
poblaciones que presentaron las bandas de los mar-
cadores (que indicarian resistencia en caso de validar
los marcadores en las poblaciones caracterizadas en
este trabajo) en la totalidad de sus genotipos para la
mayoria de las enfermedades (falta de segregacion).
Estas poblaciones seran buenas fuentes de resistencia
conjunta a varias enfermedades.

Caracterizacion morfoldgica y agronémica

Al momento de la cosecha se caracterizé cada geno-
tipo con los descriptores minimos recomendados por
el INIA (INIA, 2009), considerando las variables mor-
folégicas (uniformidad, tamafo, color de piel, color
de pulpa, profundidad de ojos y forma de tubérculos)
y agronémicas (ndmero, peso y volumen de los tu-
bérculos).

Para el andlisis de integracion entre los caracteres mor-
fologicos, agronémicos y moleculares se realiz6 un
analisis de agrupamiento cldster utilizando el algorit-
mo de Ward en el SPSS.15 (SPSS, 2012), lo que per-
mitié seleccionar el grupo con mejores caracteristicas.

Andlisis de correlacion

Para determinar si existe asociacion entre la resisten-
cia a estas cinco enfermedades y los caracteres mor-
fologicos y agronémicos deseables. Previo al analisis
de correlacion se realizaron pruebas de normalidad y
la homogeneidad de varianzas. Los caracteres morfo-
l6gicos, agronémicos y moleculares posteriormente
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Tabla 4. Determinacién del patrén de segregacién esperada para seis marcadores aplicados en 15 familias hibridas de papa.

Marcador/Patégeno Familia Mejor modelo Cromosoma Prgz e Pr(;h i
Fam1 3:1 V 1,78ns
Fam?2 1:1 V 21,16** 0,12ns
Fam3 ? \% 26,67 5,00*
Fam4 3:1 vV 1,69ns 24,02**
Fam5 3:1 V 2,99ns 4,74*
Fam6 Todas resistentes V 24,33 73,00**
Fam7 1:1 V 24,96** 0,47ns
HC/G.p. Fam8 ? V 65,92** 16,94**
Fam9 3:1 V 2,24ns 3,93*
Fam10 3:1 V 1,49ns 11,86**
Fam11 1:1 V 10,07** 1,80ns
Fam12 3:1 Y% 6,23ns 27,92**
Fam13 1:1 V 23,04** 0,53ns
Fam14 3:1 V 0,18ns 19,64
Fam15 ? Y% 7,57%* 41,93**
Fam1 ? VI 9,00™* 36,75
Fam?2 3:1 VI 0,04ns 20,28**
Fam3 1:1 VII 6,67* Ons
Fam4 3:1 VI 0,01ns 14,75%*
Fam5 3:1 VII 0,62ns 18,96**
Famé6 ? VIl 9,25** 47,68**
Fam?7 1:1 Vil 21,89 0,17ns
Gro1-4/G.r. Fam8 ? VIl 53,69 11,76**
Fam9 1:1 VI 25,19** 1,14ns
Fam10 No amplifico
Fam11 ? VII 43,03** 2,52*
Fam12 1:1 VI 14,37** 0,03ns
Fam13 1:1 VII 17,03** 0,02ns
Fam14 No amplifico
Fam15 No amplifico
Fam1 ? XIl 13,44** 44,08**
Fam2 ? Xl 11,56 52,92**
Fam3 3:1 Xl 0,27ns 7,2%*
Fam4 3:1 Xl 0,29ns 10,96**
Fam5 3:1 Xl 0,62ns 18,96**
Fam6 ? Xl 12,83** 54,37
Fam7 ? XIl 12,74** 45,30**
CP60/ PVX Fam8 Todas resistentes Xl 11,33** 34,00**
Fam9 3:1 Xl 5,65ns 28,49**
Fam10 3:1 Xl 0,50ns 15,12**
Fam11 ? Xl 10,99** 48,49**
Fam12 3:1 X1l 0,08ns 11,31**
Fam13 3:1 Xl 5,17ns 29,13**
Fam14 ? Xl 7,29** 40,97**
Fam15 3:1 XIl 2,63ns 30,22%*
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Marcador/Patégeno Familia Mejor modelo Cromosoma Pr(;: 5 Pr(:z &
Fam1 Todas resistentes IX 16,00** 48,00**
Fam?2 ? 1X 17,64** 63,48"
Fam3 Todas resistentes IX 6,67" 20,00**
Fam4 ? IX 14,04 49,28**
Fam5 Todas resistentes IX 18,00** 54,00**
Famé6 Todas resistentes 1X 24,33** 73,00**
Fam7 ? IX 15,10** 49,08**

GP94/P.i. Fam8 Todas resistentes IX 11,33** 34,00
Fam9 Todas resistentes 1X 14,33** 43,00%*
Fam10 ? 1X 21,93** 73,20**
Fam11 ? IX 10,99** 48,49**
Fam12 Todas resistentes IX 13,00** 39,00**
Fam13 3:1 1X 5,17ns 29,13**
Fam14 ? IX 16,99** 58,24™*
Fam15 ? IX 19,75 63,06**
Fam1 ? Xl 9,00** 36,75
Fam? ? XI 17,64 63,48%*
Fam3 Todas resistentes Xl 6,67* 20,00**
Fam4 ? Xl 11,84** 45,63**
Fam5 3:1 XI 2,00ns 6,00
Fam6 ? Xl 10,96** 50,97**
Fam7 ? Xl 6,85" 34,89*

NL25/S.e. Fam8 Todas resistentes Xl 11,33** 34,00**
Fam9 3:1 Xl 1,74ns 19,56™*
Fam10 3:1 Xl 3,00ns 9,00™*
Fam11 3:1 Xl 1,80ns 27,60**
Fam12 3:1 Xl 3,09ns 21,56
Fam13 3:1 Xl 3,75ns 26,06™*
Fam14 ? XI 16,99** 58,24**
Fam15 ? XI 9,20%* 45,15**

Leyendas: ?=Desconocido, Crom=Cromosoma, G.p.=G. pallida, G.r.=G. rostochiensis, P.i.=P. infestans, S.e.=S. endobioticum.

fueron correlacionados mediante los algoritmos de
Pearson y Spearman (SAS, 2004).

Resultados

Mediante el protocolo utilizado para la extraccion de
ADN gendmico se obtuvo ADN en una concentracion
que fluctué de 40 ng/ul a 100 ng/uL de buena calidad.

Andlisis de alelos

Con un patrén de segregacion de alelos de ab, bb=1
para presencia de banda, aa=0 para ausencia de ban-
da y ?=patrén de bandas desconocidas (tabla 4), se
determinaron los porcentajes en cada familia para los
dos tipos esperados de segregacion. Asimismo, se de-
terminaron los posibles genotipos de los progenitores

para cada tipo de segregacion: aa x ab (50 % resistente
y 50 % susceptible) y ab x ab (75 % resistente y 25 %
susceptible). También se determinaron los genotipos
de los progenitores en caso de no segregacion: aa x aa
(Toda la progenie susceptible) y aa x bb, ab x bb o bb
x bb (Toda la progenie resistente). Se debe mencionar
que en nuestro trabajo no se hizo un andlisis fenotipi-
co de reaccion a los patégenos.

Resistencia a Globodera sp.

El marcador HC que co-localiza con el gen RGp5-
vmHYV de resistencia a G. pallida, amplificé una banda
de 276 bp (figura 1A). El analisis de y? de ajuste de
frecuencia para la segregacion del marcador HC que
co-segrega junto al gen mayor RGp5-vmHYV (tabla 4),
mostré que un 46,7 % de las familias (Fam 1, Fam 4,
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Figura 1. Amplificacién de ADN para los diferentes marcadores utilizados: (A) Marcado HC co-localizado con el gen R-cRGpS5-vrn
para G. pallida; (B) Marcador Gro1-4 co-localizado con el gen R-Gro1-4 para G. rostochiensis.); (C) Marcador CP60 co-localizado con

el gen Rx1 de resistencia al virus PVX; (D) Marceado GP 94 co-localizado con el gen R-Rpi-phu 1 para P. infestans y (E) Marcador
NL25 co-localizado con el gen R-Sen1 para S. endobioticum.

24 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVIII No. 1 Enero-Junio 2016 17-32



Fam 5, Fam 9, Fam 10, Fam 12 y Fam 14) se ajustaron
a la proporcion 3:1 y el genotipo de ambos padres
seria ab, 26,7% de las familias (Fam 2, Fam 7, Fam
11 y Fam 13) se ajustaron a la proporcion 1:1 y los
genotipos de los progenitores serian aa y ab, 20 % de
las familias (Fam 3, Fam 8 y Fam 15) no se ajustaron a
ninguna proporcién esperada y un 6,7 % (Fam 6) no
segregd para este marcador (tabla 4) siendo los posi-
bles genotipos de los progenitores aa y bb, ab y bb
o bb y bb. La familia 6 seria una excelente fuente de
resistencia para G. pallida al presentar la totalidad de
su progenie (73 clones) la presencia del marcador vy;
por tanto, presentarian a su vez el gen de resistencia
de amplio espectro a RGp5-vmHV.

El marcador Gro1-4 que co-localiza con el gen mayor
Gro1-4 de resistencia a G. rostochiensis amplificé una
banda de 602 bp (figura 1B) en solamente doce de las
15 familias. En las restantes tres familias no hubo ampli-
ficacion (todas susceptibles) y; por tanto, el genotipo
de ambos progenitores seria aa. El andlisis de y? de
ajuste de frecuencia para la segregacion del marcador
Gro1-4 que esta ligado al gen mayor Gro1-4 (tabla 4),
mostré que un 25% de las familias (Fam 2, Fam 4, Fam
5) se ajustaron a la proporcion esperada 3:1 y el geno-
tipo de ambos padres seria ab, un 50% (Fam 3, Fam 7,
Fam 9, Fam 11, Fam 12 y Fam 13) se ajustaron a la pro-
porcion 1:1 y los genotipos de los progenitores serian
aa y ab. Por otra parte, el 25% de las familias (Fam 1,
Fam 6 y Fam 8) no se ajustaron a ninguna proporcion
esperada.

Resistencia a PVX

El marcador CP60 que co-localiza con el gen Rx1 de
resistencia al virus PVX, amplific6 una banda de 1000
bp (figura 1C). El andlisis de %2 de ajuste de frecuencia
para la segregacion del marcador CP60 ligado al gen
mayor Rx1 (tabla 4), mostré que un 53,3 % de las fa-
milias (Fam 3, Fam 4, Fam 5, Fam 9, Fam 10, Fam 12,
Fam 13, Fam 15) se ajustaron a la proporcion esperada
de alelos 3:1 y el genotipo de ambos padres seria ab,
un 40 % (Fam 1, Fam 2, Fam 6, Fam 7, Fam 11, Fam
14) no se ajustaron a la proporcién esperada y un 6,7
% (Fam 8) no segregd para este marcador, siendo los
posibles genotipos de los progenitores aa y bb, ab y
bb o bb y bb. La Fam 8 seria una excelente fuente
de resistencia para PVX al presentar la totalidad de su
progenie (34 genotipos) la presencia del marcador y
por tanto presentarian a su vez el gen de extrema re-
sistencia a PVX.

Resistencia a S. endobioticum

El marcador NI25 que co-localiza con el gen Seni de
resistencia a S. endobioticum, amplificé una banda de
1000 bp (figura 1D). El anélisis de %> de ajuste de fre-
cuencia para la segregacion del marcador NI25 ligado
al gen mayor SenT (tabla 4), mostré que un 40 % de
las familias (Fam 5, Fam 9, Fam 10, Fam 11, Fam 12
y Fam 13) se ajustaron a la proporcion esperada de

alelos 3:1 y el genotipo de ambos padres seria ab, un
53,3 % (Fam 1, Fam 2, Fam 6, Fam 7, Fam 11, Fam 14)
se ajustaron a la proporcion esperada 1:1 y los genoti-
pos de los progenitores serian aa'y ab y un 6,7% (Fam
8) no segregd para este marcador, siendo los posibles
genotipos de los progenitores aa 'y bb, ab y bb o bb y
bb. La Fam 8 seria una excelente fuente de resistencia
para verruga al presentar la totalidad de su progenie
(34 genotipos) la presencia del marcador y por tanto
presentarian a su vez el gen de resistencia a verruga.

Resistencia a P. infestans

El marcador GP94 que co-localiza con el gen Rpi-phul
de resistencia a P. infestans, amplific6 una banda de
350 bp (figura 1E). No hubo un ajuste a ninguna pro-
porcién esperada en 46,7% de las familias (Fam 2, Fam
4, Fam 7, Fam 10, Fam 11, Fam 14y Fam 15), un 6,7%
de las familias (Fam 13) segrego y se ajusto a la propor-
cion 3:1 y el genotipo de ambos padres seria ab (tabla
4). Finalmente, otro 46,7 % de las familias no segrego
para este marcador (Fam 1, Fam 3, Fam 5, Fam 6, Fam
8, Fam 9 y Fam 12). Las familias que no segregaron
serian una excelente fuente de resistencia para tizén al
presentar la totalidad de su progenie (311 genotipos)
la presencia del marcador y por tanto presentarian a su
vez el gen de resistencia a tizon.

Finalmente, el marcador RYSC3 que co-localiza con el
gen Rya.q, de resistencia al virus PVY y amplifica una
banda de 320 bp, no amplificé en ninguna de las fami-
lias evaluadas.

Andlisis de correlacion

En la publicacién se reportaron Gnicamente las correla-
ciones altamente significativas (p<0,01).

El andlisis de correlacion para los caracteres evaluados
en cada familia (tabla 5) mostré que en la Fam1 existe
una correlacién negativa y moderada (r=-0,69) entre la
resistencia al virus PVX y la uniformidad de tubérculos
(Uttub). Esto estaria indicando que los clones con resis-
tencia a PVX, no mostraron Uttub. Asi mismo, se obser-
v6 una correlacion positiva y moderada (r=0,53) entre
la resistencia a G. rostochiensis (Gro1-4) y S. endobioti-
cum (NL25), indicando esto que los clones de esta fa-
milia amplificaron ambos marcadores y probablemente
tengan resistencia conjunta a ambos factores.

La Fam 4 mostr6 una correlacion positiva y alta (r=0,73)
entre la resistencia a G. rostochiensis y el Virus PVX.
Asimismo, se observé una correlacion positiva y mo-
derada (r=0,43) entre P. infestans y G. pallida. Esto esta
indicando que varios de los clones de esta familia con
resistencia a G. rostochiensis serian a su vez resistentes
al Virus PVX y que los clones resistentes a G. pallida
también serian resistentes a PVX.

En la Fam 5 se observé una correlacion moderada y
negativa (r=-0,59) entre la resistencia a PVX y el nime-
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ro de tubérculos (Ntub), correlaciones altas y negati-
vas (r=-0,81 y -0,74) entre la resistencia a PVXy el peso
(Ptub) y volumen de tubérculos (Vtub) respectivamen-
te y una correlacion alta y positiva (r=0,74) entre la
resistencia a PVX y la forma del tubérculo (Ftub). Esto
significa, que los clones con resistencia a PVX en la
Fam 5, presentan a su vez bajo ndmero, peso y volu-
men de tubérculos y forma de tubérculos alargados.

La Fam 6 mostré una correlacion positiva y moderada
(r=0,48) entre la resistencia a G. rostochiensis y PVX.
Esto indicé que los clones en esta familia tuvieron re-
sistencia conjunta al nematodo dorado y virus PVX.

La Fam 8 mostré una correlacion perfecta y positiva
(r=1) entre la resistencia al virus PVX, tizon (P. infestans)
y verruga (S. endobioticum), lo que indica que todos
los clones de esta familia tendrian resistencia conjunta
a estos tres factores bioticos.

La Fam 10 mostr6é una correlacion moderada y nega-
tiva (r=0,42) entre la resistencia a G. pallida y Ntub, lo
que denota que clones resistentes al nematodo blanco
mostraron menos tubérculos.

La Fam 12 presenté una correlacion moderada y po-
sitiva (r=0,53) entre la resistencia a nematodo-quiste

(G. pallida) y la verruga (S. endobioticum). Esto indica
que los clones resistentes al nematodo blanco en esta
familia serian a su vez resistentes a verruga.

La Fam 13 mostré una correlacion moderada positiva
y significativa (r=0,49) correlacion entre la resistencia
a verruga (S. endobioticum) y el virus PVX. Esto mues-
tra que los clones resistentes a verruga presentarian
también resistencia a PVX.

La Fam 14 presentd una correlacion moderada y posi-
tiva (r=0,48) entre la resistencia a tizon (P. infestans) y
verruga (S. endobioticum). Esto indica que los clones
resistentes a tizon en esta familia presentarian resisten-
cia conjunta a verruga.

Finalmente la Fam 15 presenté una correlaciéon mode-
rada y positiva (r=0,44) entre la resistencia a verruga
(S. endobioticum) y el virus PVX. Asi mismo presento
una correlacion moderada y negativa (r=-0,43) entre la
resistencia a la verruga y Uttub. Finalmente se observo
una correlacion moderada y positiva (r=0.43) entre la
resistencia a G. pallida y Vtub. Esto significa que los
clones con resistencia a verruga también son resisten-
tes a PVX; sin embargo, presentarian mala uniformidad
del tamano de los tubérculos. Por otra parte, los clones

Tabla 5. Coeficientes de correlacién de Pearson y Spearman para cinco marcadores moleculares de diagndstico para resistencia a
cinco factores bidticos en 15 familias hibridas de papa y seis caracteristicas agronémicas y morfoldgicas.

Gro

Marcador Familia | GP94 | NL25 | CP60 14

HC Ntub Ptub Vtub | Cctub | Uttub Ftub

Fam10

-0,42%*

HC.
Fam12 0,53**

Fam1 0,56™*

Grol-4 Fam4 0,73

Fam6 0,48**

Fam1

-0,69**

CP60 Fam5

-0,59** | -0,81** | -0,74** 0,74**

-I** 1**

Fam8

Fam4

0,43**

GP94 Fam8 1%

Fam14 0,48**

Fam1

0,35**

NL25 Fam13 0,49**

Fam15 0,44**

0.43** -0,43**

Leyendas: GP94= Marcador para gen R a Phytophthora infestans, NL25= Marcador para gen R a Synchitrium endobioticum, Cp60= Marcador para gen R a
PVX, Gro1-4= Marcador para gen R a Globodera rostochiensis, HC= Marcador para gen R a Globodera pallida, G.p.=G. pallida, G.r.=G. rostochiensis, P.i.=P.
infestans, S.e.=S. endobioticum, Ntub= Niumero de tubérculos, Ptub=Peso de tubérculos, Vtub= Volumen de tubérculos, TTub=Tamafo de tubérculos,
Cptub= Color de piel del tubérculo, Cctub= Color de carne del tubérculo, Protub= Profundidad de ojos del tubérculo, Uttub= Uniformidad de tama-

fio del tubérculo y Ftub= Forma del tubérculo
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resistentes al nematodo blanco presentarian un mayor
volumen de tubérculos.

Genotipos seleccionados

El agrupamiento clister de los 824 genotipos, gene-
ré siete grupos, de los cuales, el grupo 4 que esta
representado en la tabla 6; mostré6 107 genotipos
con resistencia a PVX, P. infestans, G. rostochiensis y
S. endobioticum, alto rendimiento, mayor nimero de
tubérculos, mayor volumen de tubérculos y ojos su-
perficiales. Estos genotipos, seran sembrados en cam-
po para su posterior evaluacion.

Discusién

En este estudio se utilizé6 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) que
se encuentran en los cromosomas: V, VII, IX, XI y XII
(Brigneti et al, 1997, Hamadldinen et al., 1997, Ritter et
al, 1991, Barone et al., 1990, Gebhardt et al,, 1993).

Los resultados mostraron que cinco de los marcado-
res moleculares utilizados (HC, Gro 1-4, NL25, GP94
y CP60) amplificaron la banda en mas del 80 % de
las poblaciones. Por lo que parece, fue un método efi-
ciente para identificar clones con posible resistencia
a estas enfermedades; sin embargo, existe la proba-
bilidad de que no haya correspondencia entre la ex-
presion esperada para el marcador y el fenotipo. Es
decir que aquellos genotipos que presentan la banda
no expresen el gen de resistencia y sean en realidad
susceptibles o que aquellos que no la presenten ex-
presen el gen de resistencia. Desde la perspectiva de
un mejorador, es peor conservar material susceptible
clasificado como resistente, que haberse deshecho de
genotipos resistentes clasificados como susceptibles
(Lopez-Pardo et al., 2013). El primer caso tiene una
explicacién en que la obtencién de variedades mejo-
radas estd basada en la obtencion de cientos y miles
de genotipos de diferentes cruzamientos. En tal poza
genética amplia, la prediccion de un fenotipo resisten-
te basado en el genotipo del marcador no es sencilla,
debido a las mdltiples generaciones de recombinaciéon
meidtica que separaron a los individuos en dicha poza
genética, un equilibrio de ligamiento podria haberse
alcanzado entre un gen especifico de resistencia y un
marcador estrechamente ligado a dicho gen; en otras
palabras, un alelo marcador conocido por co-heredar-
se con el gen de resistencia en una cruza dada podria
no co-heredarse con dicho gen en una poza genética
amplia (Niewohner et al., 1995).

Otro aspecto que hace que los marcadores ligados
al rasgo de interés en poblaciones de mapeo sean in-
efectivos en otras poblaciones es que la papa es una
especie dificil para la mejora genética, debido a que es
poliploide, autoincompatible y altamente heterociga.

Ademas, muchos rasgos de interés en papa son poligé-
nicos y altamente influenciados por el medio ambiente
(Mullins et al., 2006). Si las funciones de otros genes
tales como genes complementarios son esenciales
para la expresion de la resistencia, algunas variedades
seleccionadas solo en base a marcadores moleculares
podrian no mostrar resistencia. Por lo anterior mencio-
nado, en nuestro caso es muy importante evaluar la
resistencia de los genotipos que presentan el marca-
dor. Esto se realizara en un siguiente ciclo bajo condi-
ciones de campo. Esto debido a que la expresién de
la resistencia puede ser dificil de evaluar dado que fac-
tores ambientales, de desarrollo, estado fisiolégico de
la planta y la concentracién del inoculo influenciarian
el fenotipo. Es por ello que es muy importante evaluar
la resistencia bajo condiciones de campo o bajo con-
diciones controladas que reflejen las condiciones de
campo (Bernaola, 2008).

La resistencia al virus PVY, es simple y esta gobernada
por genes R mayores que le confiere un tipo de re-
sistencia monogénica (Fernandez - Northcote, 1991;
Mendoza et al., 1996; Mihovilovich et al., 1998). En
el presente trabajo se observé que ninguna de las 15
poblaciones evaluadas amplificé la banda de 320 bp
del marcador RYSC3 que co-localiza con el gen Ryadg
de resistencia al virus PVY. Esto podria deberse a que
entre las lineas parentales utilizadas para generar estas
poblaciones no se involucré a variedades de S. andige-
na (tabla 1), en la cual se ha identificado este gen de
resistencia. En nuestro caso habria sido mejor utilizar
el marcador GP122s64 que también confiere extrema
resistencia a PVY pero cuya fuente de resistencia es S.
stoloniferum. La utilidad de un sistema de marcadores
disminuiria al aumentar la distancia filogenética de la
especie en estudio con la especie en la que se identi-
fico originalmente los marcadores (Oberhagemann et
al., 1999). Cuando un marcador se utiliza fuera de la
especie originaria, el locus puede ser monomérfico o
puede no amplificar. Collins et al. (1999) reportan que
existen especies a las cuales es dificil transferir marca-
dores de otras especies.

En referencia a las segregaciones para PVX, verruga (S.
endobioticum) y tizén (P. infestans), solamente la Fam
8 no exhibié segregacion para la amplificacion de las
bandas del marcador en las tres enfermedades. Esta
familia presentaria ambos progenitores resistentes y
su progenie seria 100 % resistente. Sin embargo, falta
confirmar esta resistencia en el fenotipo. En el caso
particular del tizon, siete familias no presentaron segre-
gacion para el marcador GP94. Esto tiene explicacion
en que el gen Rpi-phul se origina de un hibrido inter
especifico entre S. stenotomum vy S.phureja, especies
que son parte del origen genético de estas familias.

Por otra parte, para todos los marcadores, se observa-
ron poblaciones cuyas proporciones de segregacion
estuvieron significativamente desviadas. Las propor-
ciones de segregacion desviadas son usualmente ob-
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Tabla 6. Ciento siete clones provenientes de 15 familias interespecificas agrupados de acuerdo a la presencia de cinco marcadores
ligados a genes de resistencia a factores bidticos y caracteristicas agronémicas y morfolégicas.

Clon GP94 | NI25 | CP60 | Gro1-4 | HC | Ntub | Ptub | Vtub | Ttub | Cptub | Cctub | Potub | Uttub Ftub
311209.16 1 1 1 1 0 54 0,08 203 5 6 6 5 2 3
311100.19 1 0 1 0 1 52 0,08 201 3 6 2 5 2 2
311024.31 1 1 1 0 0 37 0,09 206 3 1 2 5 2 2
311209.30 1 0 1 1 0 38 0,08 200 3 1 2 5 2 2
311024.56 1 1 1 1 0 37 0,09 208 3 6 6 5 2 2
311024.65 1 1 1 1 0 32 0,08 210 5 1 2 5 2 2
311024.66 1 1 1 0 1 32 0,09 208 5 5 2 5 2 2
311209.17 1 1 1 1 1 30 0,09 209 5 1 4 5 2 2
311024.18 1 1 1 0 1 31 0,08 206 3 6 2 5 2 2
311209.03 1 1 1 1 1 30 0,09 208 3 6 2 5 2 2
311022.14 1 1 1 1 1 32 0,10 210 3 6 4 5 2 2
311209.32 1 1 1 1 0 37 0,09 217 3 5 2 5 2 1
311080.35 1 1 1 1 1 24 0,07 190 3 8 2 5 2 6
311081.33 1 1 1 0 1 24 0,05 191 3 6 2 5 3 1
311024.55 1 1 1 1 0 24 0,07 190 3 1 2 5 2 2
311340.28 1 1 1 0 1 23 0,06 190 3 8 2 3 2 6
311340.44 1 1 1 0 1 23 0,08 190 3 5 1 3 2 6
311035.02 1 1 1 0 1 23 0,07 192 3 5 2 3 2 6
311340.05 1 1 0 0 0 21 0,07 192 3 5 2 3 2 6
311024.74 1 1 1 1 1 23 0,06 188 3 1 2 5 2 2
311340.06 1 1 1 0 1 22 0,06 187 3 5 2 5 2 2
311081.23 1 1 1 1 0 23 0,05 187 5 5 2 5 2 2
311024.59 1 1 1 1 0 21 0,07 190 3 6 1 5 2 2
311209.47 1 1 1 1 0 20 0,07 190 3 1 2 5 2 1
311209.36 1 1 1 0 1 21 0,07 190 3 5 2 5 2 2
311209.06 1 1 1 0 0 20 0,07 190 3 4 4 5 2 2
311102.36 1 0 1 0 1 19 0,07 190 3 8 1 5 2 5
311081.35 1 1 1 1 0 26 0,06 190 1 5 4 5 2 1
311209.11 1 1 1 0 1 27 0,07 190 3 6 4 5 2 2
311209.28 0 0 0 0 0 27 0,07 190 3 6 4 5 2 6
311022.03 1 1 1 1 1 26 0,09 191 3 5 2 5 2 2
311024.58 1 1 1 1 0 28 0,08 192 3 2 2 5 2 2
311102.56 1 1 1 1 0 27 0,06 189 3 8 1 5 2 5
311024.63 1 1 1 1 1 22 0,07 194 5 1 2 5 2 2
311081.28 1 1 1 1 1 21 0,06 195 5 6 2 5 3 6
311100.48 1 1 1 0 0 22 0,07 195 3 8 1 5 2 2
311022.01 1 1 1 1 0 22 0,07 193 3 1 2 5 2 2
311209.37 0 1 1 0 0 24 0,07 193 3 1 2 5 2 2
311022.10 1 1 1 1 1 27 0,08 195 3 5 2 3 2 6
311340.17 1 1 1 0 1 28 0,08 195 3 5 2 3 2 6
311340.04 1 1 1 0 1 27 0,07 197 3 1 2 3 2 6
311022.06 1 1 1 1 1 26 0,08 194 3 1 2 5 2 2
311209.33 1 0 1 1 1 26 0,07 195 3 7 4 5 2 1
311209.02 1 1 1 1 1 30 0,08 198 3 1 2 5 2 1
311209.38 0 1 1 0 0 31 0,08 200 3 5 2 5 2 6
311028.10 1 0 0 0 1 31 0,09 200 3 6 4 5 2 2
311024.39 1 1 1 0 1 34 0,08 198 3 5 1 5 2 2
311340.02 1 1 1 0 1 35 0,08 198 3 1 2 3 2 6
311022.08 1 1 0 1 1 32 0,08 196 3 5 1 5 3 2
311024.61 1 1 1 1 0 33 0,08 195 3 5 2 5 2 2
311100.51 1 0 1 0 1 31 0,08 200 3 8 2 5 2 2
311024.37 1 1 1 1 1 35 0,07 188 3 5 2 5 2 2
311209.09 1 1 1 0 1 35 0,07 191 3 6 2 5 2 1
311100.52 1 0 0 0 0 33 0,06 189 3 8 1 5 2 2
311340.01 1 1 0 0 0 32 0,06 189 3 1 2 3 2 6
311340.03 1 1 0 0 1 30 0,07 190 3 5 2 3 2 6
311022.09 1 1 1 1 1 30 0,07 192 3 2 2 5 2 2
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Clon GP94 | NI25 CP60 | Grol1-4 | HC | Ntub | Ptub | Vtub Ttub | Cptub | Cctub | Potub | Uttub Ftub
311022.18 1 1 1 1 1 32 0,09 192 3 5 2 5 2 6
311022.05 1 1 1 1 1 31 0,08 190 3 2 2 5 2 2
311209.07 1 1 1 1 1 32 0,07 190 3 4 2 5 2 1
311081.36 1 1 1 1 1 31 0,06 189 1 5 4 5 2 1
311102.26 0 1 1 1 0 28 0,08 193 5 8 2 5 2 6
311209.39 1 1 1 0 0 31 0,07 189 3 1 4 5 2 6
311340.14 1 1 1 0 1 28 0,06 189 3 5 2 5 2 2
311024.04 1 1 1 1 1 23 0,06 178 3 1 2 5 2 2
311102.46 1 1 1 1 1 23 0,05 177 3 5 2 5 2 5
311340.11 1 1 1 0 1 22 0,05 178 3 1 2 3 2 6
311423.04 1 0 1 0 1 22 0,06 178 3 6 4 5 2 6
311022.20 1 1 1 1 0 23 0,06 182 3 5 2 5 2 2
311024.36 1 1 1 1 0 24 0,06 182 3 5 2 5 2 2
311102.37 1 1 1 0 0 25 0,07 180 3 5 3 5 2 6
311081.18 1 1 1 0 1 21 0,05 182 3 5 2 5 2 1
311340.45 1 1 1 0 1 22 0,06 182 3 1 1 5 2 2
311024.02 1 1 1 1 1 21 0,06 180 3 1 2 5 2 2
311024.12 1 1 1 1 1 21 0,06 180 5 1 2 5 2 2
311028.03 1 1 1 1 1 20 0,06 180 3 6 2 5 2 2
311102.16 1 0 1 0 1 21 0,05 180 3 8 1 5 2 6
311081.22 1 1 1 1 0 22 0,04 180 3 6 2 5 2 2
311024.72 1 1 1 1 1 30 0,06 184 3 6 2 5 2 2
311340.24 1 1 0 0 1 28 0,06 183 3 8 1 3 2 6
311081.47 1 1 1 1 0 28 0,05 178 1 8 2 5 2 1
311102.66 1 1 1 1 1 26 0,05 178 5 8 1 5 2 7
311340.09 1 1 1 0 0 26 0,05 178 3 6 1 3 2 6
311022.13 1 1 1 1 1 28 0,06 179 3 1 2 5 2 2
311028.60 1 1 1 1 1 28 0,06 180 1 5 2 5 2 2
311100.36 1 0 1 0 1 27 0,06 180 3 6 2 5 2 5
311022.22 1 0 1 1 1 28 0,06 178 3 6 2 5 2 6
311340.12 1 1 1 0 1 29 0,06 180 3 8 2 3 2 6
311340.15 1 1 1 0 0 27 0,06 180 3 1 2 3 2 6
311024.05 1 1 1 1 1 31 0,07 184 3 6 2 5 2 2
311340.16 1 1 1 0 1 29 0,06 183 3 5 2 3 2 6
311028.04 1 1 1 1 1 29 0,06 182 3 8 4 5 2 2
311024.21 1 1 1 0 1 26 0,06 184 3 5 2 5 2 2
311024.50 1 1 1 1 1 26 0,06 184 3 2 2 5 2 2
311340.22 1 1 1 0 0 26 0,06 186 3 5 2 3 2 6
311022.21 1 1 1 1 1 39 0,07 184 3 1 2 5 2 2
311209.13 1 1 1 0 0 43 0,07 188 1 1 2 5 2 1
311024.45 1 1 0 1 0 40 0,06 184 3 5 2 5 2 2
311100.61 1 0 1 0 0 43 0,08 190 3 5 2 5 2 2
311085.02 1 1 0 0 1 38 0,08 190 3 1 1 5 2 6
311340.08 1 1 1 0 1 40 0,06 171 1 8 2 5 2 2
311340.36 1 1 1 0 1 40 0,10 170 1 5 4 5 2 2
311022.23 1 1 1 1 0 31 0,06 180 3 5 4 5 2 2
311022.24 1 1 1 1 0 33 0,06 178 3 2 4 5 2 2
311024.06 1 1 1 1 1 36 0,05 174 3 6 2 5 2 2
311340.26 1 1 1 0 1 37 0,05 179 1 1 2 5 2 2
311102.05 1 1 1 1 1 43 0,06 178 3 5 1 5 2 6

Leyendas: GP94= Marcador para gen R a Phytophthora infestans, N125= Marcador para gen R a Synchitrium endobioticum, Cp60= Marcador para gen
R a PVX, Grol-4= Marcador para gen R a Globodera rostochiensis, HCO Marcador para gen R a Globodera pallida, Ntub= Nuimero de tubérculos,
Ptub=Peso de tubérculos, Vtub= Volumen de tubérculos, TTub=Tamafio de tubérculos, Cptub= Color de piel del tubérculo, Cctub= Color de carne

del tubérculo,Potub= Profundidad de ojos del tubérculo, Uttub= Uniformidad de tamafio del tubérculo y Ftub= Forma del tubérculo
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servadas en papa (Gebhardt et al., 1991; van Eck et
al.,, 1995; El Kharbotly et al., 1994) y podrian resultar
del ligamiento con factores letales balanceados (Bian-
chi et al.,, 1962). Asimismo, el parental susceptible o
portador de alelos de susceptibilidad también juega
un rol importante en la modificacion y en la supresion
del fenotipo de resistencia observadas en la progenie,
dependiendo del parental susceptible con el que es
cruzado (Ross, 1986; El Kharbotly et al., 1996).

En progenies que segregan para resistencia cuantitati-
va (caso del tizon y nematodos) niveles de resistencias
mayores o menores presentes en los parentales, pue-
den ser expresados (Ross, 1986; Leonards- Schippers,
1994). De igual manera puede pasar con la epistasis
entre QTL de resistencia. Un ejemplo de este aspec-
to es la resistencia en Capsicum annum “pimienta” a
Phytophthora capsici donde se detecté dos QTLs de
efecto aditivo y al menos cuatro QTLs epistaticos pro-
venientes del progenitor susceptible que eran favora-
bles para la resistencia (Lefebvre et al., 1996).

En el caso del nematodo-quiste, el andlisis de la resis-
tencia se complica porque estos son caracteres poli-
génicos gobernados por genes menores de herencia
cuantitativa (Ross, 1996). En este estudio se observa-
ron poblaciones que no se ajustaron a ninguna segre-
gacion esperada. Una de estas poblaciones presentaba
mayor proporcion de susceptibles (ausencia de banda)
que de resistentes a G. pallida. Esto podria ser debido
a que los parentales fueron homocigoticos susceptibles
y contrariamente a lo esperado algunos individuos de
la progenie amplificaron la banda. Esto concuerda con
Asano (2006), quien encontré amplificacion de bandas
del marcador HC auin cuando los genotipos expresaron
susceptibilidad. Sin embargo, en el caso del nematodo-
quiste, también observamos una familia que present6
mayor proporcion de susceptibles que de recesivos, tal
como si el gen de susceptibilidad fuese dominante so-
bre el de resistencia. Algunos marcadores no son aplica-
bles para la evaluacion de accesiones resistentes. Esto
tal vez debido al complejo origen genético de la papa
como senalan Milczarek et al. (2011). Ellos evaluaron
marcadores moleculares publicados y sugirieron que la
mayoria de los marcadores no eran aplicables debido a
origenes genéticos complejos.

El andlisis de correlacion mostré relaciones intere-
santes entre caracteres comerciales y la presencia de
estos cinco marcadores. Los marcadores que mds aso-
ciaciones con caracteres comerciales expresaron fue-
ron los marcadores CP60 y NL 25. Ambos marcadores
estuvieron positivamente asociados con la presencia
de los marcadores Gro 1-4 y GP94, uniformidad y
menor ndmero de tubérculos. Esto significaria que los
genotipos con resistencia a PVX y verruga (S. endobio-
ticum) podrian a su vez presentar resistencia a tizén
(P. infestans) y nematodo-quiste (G. rostoschiensis) y
menor ndimero pero mayor uniformidad del tamafo
de tubérculos.

Asimismo, también se observé la relacion entre la pre-
sencia del marcador GP94 y el marcador HC. Lo cual
significaria que las resistencias tanto a tizén como al
nematodo blanco podrian co-heredarse. Esto podria
explicarse en el sentido de que uno o mas miembros
de la familia R1 de genes para resistencia al tizon,
podrian estar compartiendo la base molecular con el
gen Rpi-phul; asimismo, son buenos candidatos po-
sicionales para la base molecular de los genes para
resistencia a nematodos ubicados en el cromosoma V
(RGp5-vrn) donde esta el gen R1. Se sabe que la ma-
yoria de los genes R fueron introducidos de especies
silvestres (Mosquera et al., 2008). Catorce de ellos se
encuentran en hot spots (puntos concentrados) para
resistencia y confieren resistencia a varios patégenos.
A la fecha se han identificado cinco cluster (grupos) de
resistencia. En una planta se encuentra un gran reper-
torio de genes de resistencia R, ubicados en diferentes
sitios del genoma (Mosquera et al., 2008). Estos genes
expresan diferentes proteinas que pueden ser agrupa-
das en varias familias. La mayoria de proteinas R con-
tienen repeticiones en grupos, ricas en leucina (LRR).
Se plantea la co-localizacion de genes R y QTLs en
diferentes cromosomas. Una hipétesis sefala que los
QTLs son variantes alélicas con efecto menos extremo
que los genes R y una segunda hipétesis plantea que
los QTLs de resistencia mapean en regiones del geno-
ma que contienen genes de funcién conocida involu-
crados en la respuesta general al ataque de patégenos.

Considerando que normalmente cada afno, en un pro-
grama de mejoramiento genético se evaldan muchos
miles de plantulas para iniciar un nuevo ciclo de selec-
cion, técnicas de extracciones de ADN, PCR y electro-
foresis son todavia relativamente costosas, a pesar de
que los precios han bajado y las posibilidades de au-
tomatizacion han mejorado sustancialmente. En este
sentido, Gebhardt et al. (2006) y L6épez-Pardo (2013)
recomiendan que la resistencia a patogenos se deba
combinar con un buen desempefo de las progenies
en campo. Por lo que progenies F deberian seleccio-
narse en campo bajo presion de patégenos durante
2 a 3 anos, lo que reduce drasticamente el nimero
de clones para la aplicacion de técnicas de deteccion
molecular. La aplicacién de SAM en un programa de
mejoramiento genético de papa dependera del anali-
sis del costo-beneficio para cualquier esquema de me-
joramiento particular (Ortega y Lépez-Vizcon, 2012).
En este contexto, es necesario reducir ain mas los cos-
tos para SAM mediante el desarrollo de marcadores
y protocolos, que permitan PCRs multiplex (Witek et
al., 2006; Asano et al., 2006) e incluso otros métodos
diagnostico basados en la hibridacién, como el DArTs
que permite detectar muchos marcadores y sus ale-
los en un momento dado (Jing et al. 2009). En conclu-
sion, la aplicacion eficaz de la SAM en papa requiere
el desarrollo de marcadores dentro de los genes de
resistencia, asi como la tecnologia de costo eficiente
(Lopez-Pardo et al., 2013).
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Las familias en estudio provienen de un programa de
biofortificacion para incrementar los niveles de Fe y
Zn, por lo que es muy probable identificar genotipos
que reudnan las caracteristicas de resistencias descritas
y altos niveles de estos micronutrientes. No se conoce
en papa aun si existe correlacion entre la concentra-
cion de micronutrientes y resistencia a enfermedades.
La determinacion fenotipica de las concentraciones de
Fe y Zn permitird establecer si existe o no correlacio-
nes con las resistencias previamente descritas.
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