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Posible presencia de un gen R7 en germoplasma
de Solanum tuberosum Grupo Phureja

Possible presence of a gene R1 in germplasm of Solanum tuberosum Phureja Group
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Phytophthora infestans causa la gota, que es la enfermedad en
la papa de mayor importancia econémica a nivel mundial. La
obtencion de cultivares resistentes al patdgeno es una estrategia
necesaria para su control, por lo cual la identificacién de genes
de resistencia a P. infestans (Rpi) es fundamental para apoyar
los programas de mejoramiento. La introgresién de Rpi desde
especies silvestres o nativas dentro de cultivares es una via para
desarrollar cultivares con resistencia. S. phureja tiene notables
caracteristicas culinarias y nutricionales, e igualmente ha sido
identificada como una fuente de resistencia a la gota, lo cual
la situa en una posicion de interés desde el punto de vista de
recurso genético con fines de mejoramiento. Se caracterizaron
genotipicamente 88 accesiones de S. phureja con marcadores
moleculares tipo SCAR, el gen RI de resistencia a P. infestans, el
gen candidato StAOS2 y un marcador tipo CAPS ligados a loci
pararesistencia a P. infestans en Solanum tuberosum. Se presen-
t6 polimorfismo en los marcadores Prpl y R1. La amplificacion
del marcador R1 mostro6 el alelo de 1.400 pb, caracteristico del
gen R1 en 17 accesiones de la coleccion de S. phureja, lo cual
sugiere que estas accesiones posiblemente podrian tener un gen
homologo al gen RI identificado en S. demissum.

Palabras clave: Phytophthora infestans, resistencia a gota,
caracterizacion molecular, marcadores diagnoéstico, Solanum
phureja.

ABSTRACT

Phytophthora infestans causes late blight in potato. This di-
sease is the most destructive worldwide. Developing cultivars
resistant to the pathogen is the most important strategy for its
control, so identification of resistance genes (Rpi) is fundamen-
tal to support breeding programs. Introgression of Rpi from
wild or native species within cultivars can be a good way to
develop resistant cultivars. S. phureja has important culinary
and nutrional traits and has been identified as a source of
resistance to late blight. 88 accessions of S. phureja were ge-
notypically characterized with molecular SCAR markers, the
resistance gene R1 for P. infestans, the candidate gene StAOS2
and a CAPS marker linked to loci for resistance to P. infestans
in Solanum tuberosum. Polymorphism was presented in Prpl
and R1 markers. The R1 marker amplification showed the 1,400
pb allele, which represents the RI gene allele in 17 S. phureja
accessions suggesting that these accessions could possibly have
a homologous gene to the R1 gene identified in S. demissum.

Key words: Phytophthora infestans, late blight resistance, mole-
cular characterization, diagnostic markers, Solanum phureja.

Introduccion

La papa, después del trigo y el arroz, constituye el tercer
cultivo alimenticio mds importante, con una produccion
mundial de 325 millones de toneladas para 2007 (FAO,
2010) y es el principal alimento no cereal en el mundo
(Park et al., 2009a). Este cultivo ocupd el cuarto lugar en
la produccion agropecuaria colombiana en el afio 2003 con
1,9 millones de toneladas (Espinal et al., 2005), y el tercer
lugar en area sembrada, alrededor de 160.000 ha (Villarreal
et al., 2007).
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La papa es afectada por el Oomycete Phytophthora infes-
tans (Mont.) de Bary, que causa la enfermedad conocida
en Colombia como gota. Es la enfermedad mas destructiva
del cultivo y puede ocasionar la pérdida total del mismo.
La gota afecta tanto el follaje como el tubérculo (Fig. 1)
(Bradshaw et al., 2006). La gota causa reduccion de 10-15%
de la produccién global anual. Las pérdidas y los costos
estimados para el control de la enfermedad exceden anual-
mente los cinco billones de dolares (Park et al., 2009b). En
Colombia, los fungicidas para el control de gota representan
el 6% de los costos de produccion total (Villarreal ef al.,
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FIGURA 1. Planta de papa afectada por el Oomycete Phytophthora in-
festans. Se observa la lesion en follaje y estolones. Cortesia: L.E. Ro-
driguez.

2007). Los fungicidas son el medio mas efectivo para el
control de la enfermedad, pero producen dafio ambiental
(Ghislain et al., 2001); por tanto, la obtencion de cultivares
resistentes a gota constituye un criterio fundamental en los
programas de mejoramiento genético.

La papa criolla pertenece al Grupo Phureja, es diploide,
aunque Ghislain et al. (2006) reportaron que algunos ma-
teriales de S. phureja exhibieron triploidia y tetraploidia.
Colombia es el principal productor de papa criolla en La-
tinoameérica (Ligarreto y Sudrez, 2003); también se cultiva
en Ecuador, Bolivia y Centroameérica. Esta especie presenta
periodo vegetativo corto, carece de periodo de reposo del
tubérculo y tiene alto valor nutritivo (Escallon et al., 2005).
S. phureja ha sido identificada como una fuente efectiva
de resistencia a gota (Estrada, 2004; Sliwka et al., 2006;
Mosquera, 2007; Nustez et al., 2008; Sliwka et al., 2010), y
dado que presenta otros rasgos de interés agrondmico, se le
considera un importante recurso para fines de mejoramien-
to genético. La posibilidad de encontrar en S. phureja genes
novedosos de resistencia a P. infestans ha sido ya reportada
por Sliwka et al. (2006, 2010), quienes identificaron un gen
mayor de resistencia, Rpi-phu, el cual confiere un amplio
espectro de resistencia a gota. Este locus fue mapeado en el
cromosoma IX. El efecto de este locus sobre resistencia se
estimd evaluando la resistencia a nivel de foliolos, de discos
de tubérculos y tubérculos completos, durante cinco afios.

En papa se han descrito dos tipos de resistencia a gota
(Umaerus y Umaerus, 1994). Una, la resistencia poligéni-
ca o general, se basa especialmente en un locus de efecto
mayor para rasgos cuantitativos (QTL, Quantitative Trait
Locus) y algunos QTL de efecto menor (Constanzo et al.,

|138

2005; Simko et al., 2006). La otra, es la resistencia de tipo
especifico, basada en el efecto de genes mayores de resisten-
cia (R) de efecto dominante (Gebhardt y Valkonen, 2001;
Bormann et al., 2004).

Durante la primera mitad del siglo XX se descubrieron
once genes R (RI-R11) derivados de la especie S. demissum.
Algunos de ellos fueron introducidos en papas cultivadas
(Niederhauser et al., 1954; Stewart y Bradshaw, 2001). El
primer mapeo de un gen para resistencia a P. infestans fue
adelantado por Leonards-Schippers et al. (1994) y pos-
teriormente este gen, el RI, fue clonado y caracterizado
(Ballvora et al., 2002). Este gen mapea en el cromosoma V.
Otros genes derivados de S. demissum fueron mapeados en
diferentes posiciones del genoma. El gen R2 localizo en el
cromosoma IV (Li et al., 1998). Nueve genes R: R3a, R3b
y R5 a R11 localizaron en el cromosoma XI (El-Kharbotly
et al., 1994; Huang et al., 2004; Huang, 2005; Bradshaw
et al., 2006). Estudios de mapeo fino de R3 revelaron que
su resistencia la confieren dos genes fuertemente ligados,
R3a y R3b, especificos para diferentes patogenos (Huang
et al., 2004; Huang, 2005). Recientemente Huang (2005)
encontrd que los genes R5, R8, R9, R10y R11 son versiones
alélicas del R3.

La resistencia de todos los genes R en papas cultivadas,
provenientes de S. demissum, ha sido sobrepasada por P.
infestans. Estos genes R (R1, R2, R3y R4) son ejemplos de re-
sistencia no durable (Malcolmson y Black, 1966; Umaerus y
Umaerus, 1994). Por esta razon, se plantea que la resistencia
parcial conferida por QTL es mas durable que la resistencia
conferida por genes mayores R (Turkensteen, 1993).

El problema con resistencia parcial en S. tuberosum esta
referido a su fuerte correlacion con madurez tardia (Was-
tie, 1991). Por otra parte, la ubicacion de los QTL, con
frecuencia, corresponde a regiones con clusters de genes R
(Grube et al., 2000; Gebhardt y Valkonen, 2001). Tomando
en consideracion estos hechos, los esfuerzos recientes en la
identificacion de fuentes de resistencia se han concentrado
en genes R que confieran resistencia de amplio espectro,
es decir, genes derivados de diversas fuentes silvestres de
Solanum. Por ejemplo, a partir de S. berthaultii, se intro-
greso el gen R, ., mapeado en el cromosoma X (Ewing et
al., 2000; Rauscher et al., 2006).

También se presentan genes de resistencia a P. infestans en
otras especies, que no se pueden cruzar directamente con
S. tuberosum, tales como el Rpil de S. pinnatisectum en el
cromosoma VII (Kuhl et al., 2001), el gen Rpi-mocl de S.
mochiquense en el cromosoma IX (Smilde et al., 2005), de
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S. bulbocastanum, los genes RB'y Rpi-blbl mapearon en el
cromosoma VIII (Naess ef al., 2000; Song et al., 2003, van
der Vossen et al., 2003), Rpi-blb2 maped en el cromosoma
VI (van der Vossen et al., 2005) y Rpi-blb3 mape6 en el cro-
mosoma IV y forma parte de un cluster con R2'y Rpi-abpt
y un gen parecido a R2 de origen desconocido (Park et al.,
2005a; Park et al., 2005b). Los genes RB y Rpi-abpt se estan
utilizando en programas de mejoramiento genético apoya-
dos en hibridacion somatica y valiéndose de cruzamientos
puente (Song et al., 2003; Park et al., 2005b).

Los diferentes materiales genéticos de papa poseen genes
que contribuyen a generar resistencia a P. infestans, y
genes que controlan otros rasgos de interés agronémico;
por tanto, la estimacion del potencial genético de diversos
materiales —como silvestres, clones avanzados de mejo-
ramiento, cultivares y materiales nativos— es una via que
puede permitir encontrar genes novedosos.

Para estimar el potencial genético, se requiere identificar
marcadores moleculares diagnéstico. Gebhardt y Valkonen
(2001) presentaron una exhaustiva revision sobre la orga-
nizacion en el genoma de papa de los genes que controlan
resistencia, y consolidaron informacion para construir un
mapa en el que localizaron QTL y genes R, al igual que los
marcadores asociados con ellos. Estudios posteriores han
identificado nuevos marcadores moleculares (Gebhardt et
al., 2004; Pajerowska et al., 2008; Pajerowska et al., 2009).

Estos marcadores fueron identificados en materiales ge-
néticos de S. tuberosum. Sin embargo, el fondo genético
de S. phureja es diferente (Mosquera, 2007), por lo cual se
deben realizar andlisis para determinar su polimorfismo
y su asociacion o ligamiento con el caracter de resistencia.

Un numero de loci que confieren resistencia cuantitativa
(QRL) y alrededor de 40 genes mayores para resistencia han
sido mapeados sobre el mapa molecular de papa (Simko et
al., 2007).

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar en accesiones
de la coleccién de S. phureja el polimorfismo de marca-
dores moleculares identificados en estudios previos en S.
tuberosum por su ligamiento o asociacion con el rasgo de
resistencia a P. infestans.

Materiales y métodos

Material vegetal

En esta investigacion se emplearon 88 accesiones de la
coleccion de S. phureja con que cuenta la Universidad
Nacional de Colombia (Tab. 1).

Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizo a partir de 100 mg de te-
jido foliar fresco y joven. El tejido se macerd en nitrégeno
liquido. Se siguié el protocolo suministrado por DNeasy

TABLA 1. Accesiones de la Coleccion de S. phureja de la Universidad Nacional de Colombia.

A i de la col on de S. phureja
coL2 coL27 COL56 COL96 COL125
coL4 COL30 COL57 COL98 COL126
CoLS COL31 COL59 COL99 couzr
COL6 C0L32 COL62 coL100 CoL128
coL7 COL33 COoL63 coL101 CoL129
CcoL8 COL34 COL65 CoL102 COL131
CoL9 COL35 COL66 CoL104 COL135
coLt1 COoL37 COL69 COL106 COL136
CoL13 COoL38 COL72 COL109 CcoL137
CoL14 cOoL40 COL73 CcoL112 COoL138
COL16 coL41 COL74 CoL113 COL141
coLtr coL42 COL76 coL4 CoL142
coL19 CoL43 COL79 coLt17 COL143
CoL20 CoL45 coL83 CoL119 COL144
coL21 COL51 coLar CcoL122 COL145
CoL23 COL52 COoL89 CoL123 COL186
coL24 COL53 COL94 COL124 COL47R
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Plant Mini Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA). La calidad
y pureza del DNA se evaluaron con el espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000 V3.2 (NanoDrop Technologies,
Inc., Wilmington, DE). Luego de cuantificar el DNA, su
concentracion se ajustd a 50 ng puL™.

Caracterizacion genotipica

Se analizaron marcadores moleculares tipo SCAR (Prpl,
CosA, GP179, BA4712), el gen marcador RI, el gen can-
didato StAOS2 y un marcador tipo CAPS (GP21). Estos
marcadores se seleccionaron porque han sido ligados a loci
para resistencia a P. infestans en Solanum tuberosum. Los
marcadores empleados, con excepcion de Prpl y StAOS2,
mapean en el hot spot de resistencia a enfermedades loca-
lizado en el cromosoma V. Se evalud la presencia/ausencia
de fragmentos de tamanos especificos esperados para cada
marcador (Tab. 2) en los genotipos evaluados.

La reaccion de PCR para cada uno de los marcadores se
realiz6 con 50 ng de DNA gendmico.

Los marcadores R1, CosA, GP179 y BA47f2 fueron am-
plificados en las siguientes concentraciones: buffer (44,64
mM KCl, 8,92 mM Tris-HCI, 15 mM MgCl, y pH de 8,3)
0,17 mM dNTPs, 0,59 mM de cada primer, 0,004% BSA,
2,3 mM MgCl, y una unidad de Taq Polimerasa (Invitro-
gen Corporation, Carlsbad, CA). Las condiciones para la
amplificacion fueron: desnaturalizacién inicial por 2mina
93°C, 40 ciclos de 45 s 2 93°C, 45 s a 55°C, que correspondid
ala temperatura de anillamiento, 90 s a 72°C, y un ciclo de
extension final por 10 min a 72°C.

La reacciéon de amplificacion para el marcador Prpl se
realiz6 usando: buffer (64,5 mM KCl, 12,9 mM Tris-HCl,
15 mM MgCl, y pH de 8,3); 0,26 mM dNTPs, 0,4 mM de
cada primer, 0,004% BSA, 1,93 mM MgCl, y una unidad
de Taq Polimerasa (Invitrogen Corporation).

Las condiciones para la PCR fueron: desnaturalizacion
inicial por 2 min a 94°C, 40 ciclos de 45 s a 92°C, 45 s a
55°C, correspondiente a la temperatura de anillamiento,
45sa72°C, y un ciclo de extension final por 8 min a 72°C.

Las mismas concentraciones de buffer, ANTP y BSA em-
pleadas para la amplificacion del marcador Prpl se usaron
paralareaccion del marcador StAOS2. Para este marcador
se emplearon 0,23 mM de cada primer, 1,43 mM de MgCl,
y una unidad de Taq Polimerasa (Invitrogen Corporation).

El programa de amplificacion seguido fue: desnaturaliza-
cion inicial por 3 min a 95°C, 35 ciclos de 45 s a 92°C, 40
sa59°C, 90 s a 72°C, y un ciclo para la extension final de
10 min a 72°C.

La reaccion para el marcador GP21 se realizé usando las
mismas condiciones del marcador StAOS2, con excepcion
de la concentracion de cada uno de los primers, la cual fue
de 0,6 mM.

Las condiciones para la PCR fueron: desnaturalizacion ini-
cial por 2 min a 93°C, 39 ciclos de 45 s 2 93°C, 45 s a 55°C,
80 s a 72°C, y un ciclo de extension final de 8 min a 72°C.

Para el CAPS, la secuencia amplificada se digiri6 de
forma separada con las enzimas Alul y Rsal (Bio-
Labs®, Ipswich, MA). Las reacciones se llevaron a cabo
usando 2 unidades de la enzima respectiva, 1X NE-
Buffer 4 (20 mM Tris-acetato, 50 mM potasio-acetato,
10 mM magnesio-acetate, 1 mM dithiothreitol y pH 7,9).
La reaccion de digestion se llevé a cabo a 37°C, durante 2
h, y posteriormente se elevo la temperatura a 67°C para
inactivar las enzimas.

Los productos de amplificacion se analizaron en geles de
agarosa al 2% y se visualizaron empleando bromuro de
etidio. Las imagenes se capturaron con el documentador

TABLA 2. Marcadores moleculares basados en PCR empleados para la caracterizacion genotipica de accesiones de la coleccion de S. phureja.

Marcador senfi:ilg'g'ra 3 anlisglli’ggrs' ad TR n;ralrt(:la?izr Tae':::?afdr: %rrrll:lll)m Referencia
BA47f2 taaccaacattatcttctttgcc gaatttggagaggggtttgctg 55 SCAR 650 Gebhardt et al.,, 2004
R1 cactcgtgacatatcctcacta caaccctggeatgecacg 55 Gen R7 1.400 Ballvora et al., 2002
CosA ctcattcaaaatcagttttgatc gaatgttgaatctttttgtgaaagg 55 SCAR 210 Gebhardt et al.,, 2004
GP179 ggggggagtgattgtgetge aatttcagacgagtaggcact 55 SCAR 570 Oberhagemann et al., 1999
Prp1 gtgacatgagcacataagtc gcaacttcacttctgecate 55 SCAR 250-900 Hahn y Stitmatter, 1994
GP21/Alul cgttggtggectattageca gctccaacacggaaggtttte 55 CAPS 250 - 450 Meksem et al., 1995
GP21/Rsal CAPS 1100 Meksem et al., 1995
StA0S2 ttgatgttcttccttctttct gcggattttacttccgategg 58,2 Gen candidato 679 Pajerowka et al., 2008

TT°A, temperatura de anillamiento
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de geles Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad
Laboratories, Philadelphia, PA). Los alelos obtenidos se
compararon con los esperados y se analiz6 para cada ma-
terial su presencia/ausenciay se correlacionaron con datos
de evaluacion fenotipica.

Resultados

Marcador Prpl: mostro alelos de tamanos de 250 pb, 550
pb y 850 pb. El alelo marcador Prpl,;, no estuvo presente
en 14 de las 88 accesiones evaluadas (Fig. 2). La accesion
numero Col 74 tinicamente mostrd el alelo de 250 pb.

Marcador CosA: gener6 un fragmento monomoérfico de
aproximadamente 280 pb (Fig. 3). En las accesiones evalua-
das no se present6 el alelo caracteristico de CosA de 210 pb
ligado con el gen RI. Fragmento que ha sido asociado con
resistencia a P. infestans y madurez tardia en S. tuberosum
(Gebhardt et al., 2004).

Marcador GP179: gener¢ fragmentos monomorficos de 550
pb y 1200 pb para todas las accesiones evaluadas (Tab. 3).

Marcador GP21: es un marcador tipo CAPS (Claved Ampli-

fied Polymorphic Sequence). La restriccion del producto de
PCR se realiz6 con las enzimas Alul y Rsal. Se obtuvieron
tres alelos de 1.400 pb, 900 pb y 500 pb con la enzima Alul,
mientras que con la enzima Rsal se obtuvo un fragmento
de 1.200 pb, y no se present6 polimorfismo (Tab. 3).

Marcador BA47f2: presentd fragmentos monomorficos de
180 pb, 400 pb y 500 pb. No se presentd el fragmento de
tamaifo esperado de 650 pb reportado para S. tuberosum
(Tab. 3).

1.000 pb

-——— -

500 pb

= —— — o =D D = = = o= =D
250 pb

v ) ot W) ) B —

Gen marcador RI: la amplificacién de este marcador
generd algunos productos menores de diferentes tamafios
junto con el principal producto, el fragmento de 1.400 pb,
el cual se encontré en 17 de las accesiones evaluadas. Este
fragmento corresponderia a un fragmento caracteristico
del gen RI de resistencia, la banda encontrada concuerda
con el control positivo BA87d17BACR1 (donado por A.
Ballvora) (Fig. 4).

Gen que codifica para Allene Oxide Sintasa 2 (StAOS2):
se encuentra localizado en el cromosoma XI. Es un gen
candidato para resistencia cuantitativa a P. infestans y a
la bacteria Erwinia carotovora. El alelo de tamarfio 679 pb
fue ligado al incremento de resistencia. En este estudio se
obtuvo un fragmento de 600 pb (Fig. 5).

Los marcadores evaluados, Prpl y R1, presentaron polimor-
fismo. En el caso del marcador R1, se present6 polimorfis-
mo para diferentes alelos, los cuales fueron designados de
acuerdo con el tamaio del fragmento obtenido, asi: R1,;5,
R1500, R11400, R1i500, Rlgo, Rl y Rl (Tab. 3).

Discusion

No se encontré polimorfismo para los marcadores CosA,
GP179, GP21 y BA4712, lo que puede ser debido al fondo
genético diferente de S. phureja y a que estos marcadores
fueron disenados para cultivares modernos de S. tuberosum
(Ghislain et al., 2001).

El marcador Prpl mapea en el cromosoma IX; es un im-
portante marcador para identificar resistencia debido a que

la infeccién de papa producida por P. infestans da como
resultado la activacion de genes que codifican proteinas

59 6 51 43 27 20 35 57
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FIGURA 2. Marcador Prp1 en accesiones de S. phureja. Se observan tres alelos de Prp1: 850 pb; 550 pb y 250 pb. Se presenta polimorfismo para
el alelo de 250 pb. En la parte superior de cada carril se indica el nimero de la accesion. Marcador de peso (Mp) de 100 pb.
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FIGURA 3. Marcador CosA evaluado en accesiones de S. phureja. Se observa una banda monomorfica de 280 pb. En la parte superior se muestra
el nimero de la accesion. Marcador de peso (Mp) de 100 pb. CN, control negativo.

TABLA 3. Tamano de los fragmentos obtenidos y alelos que presentaron polimorfismo en las accesiones de S. phureja.

Marcador Fragmentos esperados en pb  Fragmentos obtenidos en pb Alelos marcadores pb Cromosoma
BA47f2 650 180-400-500 \
R1 1400 220-300-600-1200 220-300-600-1200 \
1400-1500-1750 1400-1500-1750
CosA 210 V
GP179 500-570 550-1200 %
Prp1 250-900 250-580-900 250 IX
GP21 - Alul 250-450 1400 - 900 - 500 %
GP21 - Rsal 1.100 1.200 v
StA0S?2 679 X
M 102 109 104 106 83 86 131 129 119 31 2 23 5 45 PC NC M
— ~—
::: - - o
1.500 pb et
1000 pb ! 1.400 bp
500 pb e oy
300 pb —_— > . g Lot -
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FIGURA 4. Marcador R1 evaluado en accesiones de S. phureja. Se observan las accesiones que presentaron el alelo polimérfico de 220 pb, 300 pb,
1.400 pb, 1.500 pb y 1.750 pb, siendo este alelo asociado con resistencia a P. infestans. El control positivo (PC) corresponde a BA87d17BACRT1,

el ultimo carril corresponde al control negativo (NC).

para sefales de respuesta, tales como la proteina codificada
por el gen PrpI-1, el cual codifica para una auxina sensible
a glutation-S-transferasa. En el caso de este gen, la acumu-
lacion de mRNA derivada de la familia de los genes PrpI es
selectivamente inducida por el ataque del patégeno y no en
respuesta a estimulos abidticos, a diferencia de la mayoria
de otros genes involucrados con sefiales de respuesta (Hahn
y Strittmatter, 1994).

Los marcadores GP21 y GP179 se encuentran separados
entre si por una distancia de 3 cM (Gebhardt et al., 2004).
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Entre estos dos marcadores se encuentra el gen RI. El
marcador GP179 gener6 dos fragmentos monomorficos
de 550 pb y de 1.200 pb. Los fragmentos esperados para el
marcador GP179 en S. tuberosum son de 500 pb y 570 pb,
siendo polimorfico el de 570 pb correlacionado con el gen
RI (Gebhardt et al., 2004). En estudios previos realizados
por Oberhagemann et al. (1999) y Mosquera (2007), quienes
trabajaron con poblaciones experimentales contrastantes,
los primeros autores entre especies silvestres, y el segundo
con S. phureja, encontraron también tamanos de fragmen-
tos diferentes a los reportados para S. tuberosum.
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FIGURA 5. Gen candidato para resistencia cuantitativa a P infestans StAOS2 en accesiones de S. phureja. Se observa un fragmento de 600 pb.
Marcador de peso (Mp) de 100 pb. Control negativo en el Gltimo carril (CN).

Estos resultados pueden significar que es muy diverso el
germoplasma del Grupo Phureja, lo cual puede ser con-
firmado en el estudio realizado por Ghislain et al. (2006),
en donde se emplearon marcadores nSSR (microsatélites
nucleares) como indicadores de ploidia en especies diploi-
des, empleando 128 accesiones de la especie S. phureja y
revelando que 25 accesiones de las 128 eran triploides y te-
traploides. Por otra parte, las diferencias en los fragmentos
pueden ser debidas a que este marcador fue disefiado para
S. tuberosum y no para S. phureja.

El marcador BA47f2 mapea en el intervalo genético GP21-
GP179, en el cromosoma V (Rickert et al., 2003). El mar-
cador BA47f2 se encuentra a una distancia genética de 0,1
cM del locus R1I, correspondiendo a una distancia fisica de
aproximadamente 300 Kb (Ballvora et al., 2002). El frag-
mento de 650 pb generado por el marcador BA47f2 en S.
demisum fue asociado con incremento de resistencia a gota
(Gebhardt et al., 2004). Los materiales genéticos analizados
en el presente estudio no amplificaron el fragmento asocia-
do con resistencia a gota. Es de sefialar que este marcador
también se presenta débil en S. tuberosum y algunas veces
no amplifica el fragmento esperado.

El gen marcador RI mapea en el cromosoma V; su am-
plificacién mostré varios alelos polimdrficos (Tab. 3). Es
necesario evaluar su presencia/ausencia en contraste con
evaluaciones fenotipicas de caracter cuantitativo para
determinar si la presencia del alelo R1,,,, se puede asociar
con resistencia a gota, y también evaluar los otros alelos
polimdrficos para este marcador

Se destaca en los resultados la presencia del alelo marcador
R1,,00, que corresponde con el control positivo para presen-
cia del alelo RI, gen mayor que fue clonado y caracterizado,
y que co-localiza con el QTL mayor y mas estable mapeado
para resistencia a gota (Ballvora et al., 2002; Bormann et
al., 2004; Ballvora et al., 2007).
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Un alelo ligado altamente con resistencia a gota y con
madurez tardia en S. tuberosum es el alelo CosA,,,, el cual
mapea en el cromosoma V. Este alelo marcador estd aso-
ciado con el gen de resistencia R1. CosA co-segrega con el
gen RI, en materiales genéticos que derivan su resistencia
de la especie silvestre S. demissum. También se ha encon-
trado el fragmento CosA en las especies S. dulcamaray S.
microdontum (Gebhardt et al., 2004). Este alelo es infor-
mativo para identificar posible resistencia generada por el
gen RI (Bormann et al., 2004). En esta investigacion no se
encontrd co-segregacion del alelo marcador R1,,, con el
alelo CosA,,; este resultado puede indicar que el fragmento
encontrado en las 17 accesiones de S. phureja, corresponde
auna secuencia homologa a R1 o también puede ser debido
al fondo genético diferente de S. phureja en comparacion
con la fuente original de S. demissum.

Diaz et al. (2003) caracterizaron genotipicamente plantas
de S. tuberosum, con los marcadores R1y R2, y emplearon
como control negativo plantas de S. phureja en las cuales no
encontraron presencia del alelo marcador para RI.

Es necesario conocer sobre la funcionalidad de R1,,,, en
cuanto a resistencia de tipo especifica, para lo cual se
adelantan los correspondientes experimentos, asi como
el analisis de secuencia del alelo encontrado para estas
accesiones de S. phureja.

El gen que codifica para Allene Oxide Sintasa 2 (StAOS2)
localiza en el cromosoma XI, y es el primer gen reporta-
do que tiene control sobre resistencia cuantitativa a gota
(Pajerowska et al., 2008; Pajerowska et al., 2009). Estos
mismos autores, en estudios sobre variabilidad alélica,
identificaron para el alelo de 679 pb SNP, que pudieron
asociar con resistencia y susceptibilidad a los patdgenos
P. infestans y a la bacteria Erwinia carotovora. El presente
estudio amplificé un alelo de 600 pb, el cual estd siendo
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estudiado para relacionar posibles variantes alélicas con
el caracter de resistencia.

Nustez et al. (2008) reportaron las accesiones de S. phureja
con alta resistencia y susceptibilidad a gota. Las accesio-
nes susceptibles en campo fueron las identificadas como
Col102, Col87 y Col62. Estas accesiones presentaron el alelo
Prpl,s. Sin embargo, las accesiones Col101, Col96, Col61,
Col41 y Col2, que fueron también reportadas por Nustez
et al. (2008) como susceptibles en campo, en este estudio
no presentaron el alelo 250 pb. Por tanto, este alelo no se
puede asociar con estos datos al caracter de susceptibilidad.
Algunas accesiones susceptibles, como las Col87 y Col2,
presentaron el alelo R1,,,, el cual se encuentra asociado
con resistencia en S. tuberosum. Segun este resultado no
es claro que el alelo R1,,, esté confiriendo resistencia. Es
necesario hacer el estudio funcional para dicho fragmento
y contrastar los resultados con evaluaciones fenotipicas
de cardcter cuantitativo que permitan correlacionar con
mayor precision los datos moleculares con los fenotipicos.

De acuerdo con Nustez et al. (2008), las accesiones Col131,
Col30, Col5 y Col3 presentaron resistencia en campo; sin
embargo, en ellas no se present6 el alelo de 250 pb para el
marcador Prpl, aunque si se present el alelo de 1.400 pb
en las accesiones Col131 y Col5 para el marcador R1.

La presencia del fragmento de 1.400 pb en 17 accesiones del
Grupo Phureja de la coleccién de S. phureja se constituye
en una posible y nueva evidencia de la presencia de genes
mayores de resistencia en S. phureja. Mosquera (2007)
reporté un QTL mayor mapeado en el cromosoma IV, y
aunque no hay evidencia en dicho estudio de que el efecto
del QTL sea debido a un gen mayor que co-localiza en el
intervalo reportado, no se puede descartar la presencia de
un gen de esta naturaleza. También Sliwka et al. (2006)
reportaron inicialmente la presencia de un nuevo locus
mayor que mapea en el cromosoma IX, Rpi-phul, el que
confiere resistencia a gota y proviene de S. phureja. Pos-
teriormente, Sliwka et al. (2010) reportaron el primer gen
mayor de resistencia a P. infestans en germoplasma de S.
phureja Rpi-phul, el cual esta asociado al alelo marcador
GP94,. Se destaca que el gen Rpi-phul, se ha introducido
en los programas de mejoramiento, y el alelo marcador se
esta empleando en seleccion asistida para resistencia a gota.

Se recomienda hacer la caracterizacion fenotipica para el
gen R1 paralas accesiones que presentaron el alelo de 1.400
pb del gen RI, y profundizar en el analisis para determi-
nar si se trata de un gen homologo al gen RI derivado de
S. demisum. También se aconseja realizar evaluaciones
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fenotipicas de caracter cuantitativo para evaluar resisten-
cia, que permitan hacer asociaciones precisas de los datos
genotipicos con los datos fenotipicos.

Nuevos enfoques metodologicos se estan usando para
identificar genes que confieran resistencia a P. infestans
evaluando diferentes materiales genéticos (Mirjam et al.,
2010). Pese a todas estas investigaciones, aun es necesario
continuar en la busqueda de genes que confieran amplio
espectro de resistencia para poder emplearlos en programas
de mejoramiento genético.

La presente investigacion es la primera que evalua accesio-
nes de la coleccion colombiana de S. phureja, con marca-
dores que han sido reportados como ligados o asociados
a QTL y genes mayores de resistencia a P. infestans, como
aproximacién a un estudio de asociacion genética condu-
cente a identificar marcadores moleculares diagndstico
para resistencia a gota.
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