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Estudios genómicos para la localización de un nuevo gen de resistencia 
extrema al Virus X de la Papa (PVX) presente en Solanum commersonii 

 
 
 
Resumen 
 
 
La papa (Solanum tuberosum L.) es un cultivo de gran importancia económica a nivel 
mundial siendo susceptible a muchas enfermedades. Los programas de mejoramiento para 
conferir resistencia frente a patógenos involucran la incorporación de genes a partir de 
especies silvestres relacionadas. 
El virus X de la papa (PVX) es uno de los virus de mayor dispersión y más dañinos que 
afectan al cultivo. Recientemente, se aislaron nuevas cepas hipervirulentas como las HB y 
MS que son capaces de superar la resistencia conferida por los cultivares resistentes 
disponibles. En este contexto, nuestro grupo identificó en el germoplasma de S. 
commersonii una nueva fuente de resistencia extrema contra todas las cepas de PVX. 
El objetivo de este trabajo fue caracterizar esta nueva fuente de resistencia extrema al PVX 
mediante el análisis de la herencia de la misma y a través de la identificación de la región 
cromosómica que contiene al gen de interés, utilizando diferentes estrategias genómicas. 
Se estudió una población segregante de S. commersonii que fue analizada fenotípicamente 
frente a la infección por PVX empleando la cepa hipervirulenta MS. Este estudio demostró 
que la resistencia está conferida por un gen único y dominante al que se denominó Rxcmm. 
Posteriormente, mediante el empleo de marcadores moleculares y de distintas 
aproximaciones genómicas que contemplan la elevada sintenia entre las especies de la 
familia Solanaceae, se determinó que el gen Rxcmm se localizaba en la región distal del 
brazo largo del cromosoma IX.  
Esta localización es distinta a la descripta para los otros dos genes de resistencia extrema al 
PVX conocidos, postulándose que este gen podría ser renombrado como Rx3. Asimismo, 
el estudio de esta región cromosómica sugeriría que Rxcmm está presente en un cluster de 
genes de resistencia a patógenos, tal como se ha observado en papa y en otras especies 
vegetales. 
 
 
 
Palabras clave: resistencia a enfermedades, gen de resistencia, marcadores moleculares, 
mapeo genético, Rx, PVX, papa, Solanum commersonii, Solanaceae 
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Genomic studies for the localization of a new extreme resistance gene to 
Potato Virus X (PVX) in Solanum commersonii 

 
 
 
Abstract 
 
 
Potato (Solanum tuberosum L.) is an economic important crop worldwide, being 
susceptible to several diseases. In order to confer resistance against pathogens, breeding 
programs involve the incorporation of genes from wild related species. 
Potato Virus X (PVX) is one of the most widespread and harmful virus infecting potatoes. 
Recently, several hipervirulent strains like HB and MS, that are capable to overcome the 
resistance conferred by the currently grown cultivars, have been isolated. In this context, 
our group identified a new source of extreme resistance to all PVX strains in S. 
commersonii germplasm. 
The aim of the present study was to characterize this new PVX extreme resistance source 
through the evaluation of the genetic base of the resistance and the identification of the 
chromosomal region that encompass the gene of interest, using different genomic 
strategies. 
Phenotyping analysis was conducted on a S. commersonii segreganting population using 
hipervirulent PVX MS strain. This study showed that the resistance is conferred by a single 
and dominant gene, named Rxcmm. 
Further studies, using molecular markers and different genomic approaches based on the 
high synteny level among Solanaceae species, led to the localization of Rxcmm gene in the 
distal end of the long arm of chromosome IX. 
This chromosomal position is different from the two extreme resistance genes previously 
mapped, suggesting that this gene could be called Rx3. Likewise, the analysis of this 
chromosomal region suggests that Rxcmm gene is localized in a disease resistance genes 
cluster, as it was reported in potato and other plant species. 
 
 
 
Key words: disease resistance, resistance gene, molecular markers, genetic mapping, Rx, 
PVX, potato, Solanum commersonii, Solanaceae 
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2. ABREVIATURAS, ACRÓNIMOS Y SIGLAS 
 

 

°C  grados centígrados 

µCi  microCurie 

µg  microgramo/s 

µl  microlitro/s 

µM  micromolar 

AcONa  Acetato de Sodio 

AcONH4 Acetato de Amonio 

ADN  ácido desoxirribonucléico 

ADNc  ADN copia 

AFLP  Amplified Fragment Length Polymorphism, Polimorfismo en la longitud de los 

Fragmentos Amplificados 

ARN  ácido ribonucléico 

ARNm  ARN mensajero 

ATP   adenosin 5’-trifosfato 

BAC  Bacteria Artificial Chromosome, Cromosoma Artificial Bacteriano 

BrEt  bromuro de etidio 

BSA  seroalbúmina bovina o albúmina sérica bovina  

BSA  Bulked Segregant Analysis, Análisis de Segregantes Agrupados o Análisis de 

Grupos de Segregantes o Análisis de Mezclas de Segregantes 

CAPS  Cleaved Amplified Polymorphic Sequence, Secuencia Polimórfica Amplificada y 

Clivada 

cm  centímetro/s 

col.  colaboradores 

CTAB  Cetryl Trimethyl Ammonium Bromide, bromuro de cetiltrimetilamonio  

cv.  cultivar 

dATP  desoxiadenina trifosfato  

dCTP  desoxicitosina trifosfato  

DNA  DeoxyriboNucleic Acid, ver ADN 

dNTP  desoxinucleósidos trifosfato 

DO  densidad óptica 

DTT  1,4 ditiotreitol 

eds.  editores 

EDTA  ethylene-diamine-tetraacetic acid, ácido etilendiaminotetraacético 
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EEA  Estación Experimental Agropecuaria 

ELISA  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo de enzima ligada a un 

inmunoadsorbente 

EST  Expressed Sequence Tag, Secuencia Expresada  

EUA  Estados Unidos de América 

g  gramo/s o gravedad 

ha  hectárea 

hs  hora/horas 

IL  Introgression Line, Línea Introgresada 

IPTG  isopropil-1-tio- ß-D-galactósido 

ISSR  Inter-Simple Secuence Repeats, Entre Repeticiones de Secuencia Simple o  

  Microsatélite Anclado 

J  Joules 

kb  kilobase/s 

kDa  kiloDaltons 

kg  kilogramo/s 

l  litro/s 

LB  medio de Luria Bertani 

LOD  Log Of Odds, Logaritmo de las probabilidades 

m  metro/s 

M  Molar 

mA  miliamper 

mg  miligramo/s 

min  minuto/s 

ml  mililitro/s 

mM  milimolar 

Mb  Megapares de bases 

m/v  masa en volumen 

nCi  nanoCurie 

ng  nanogramo/s 

nm  nanometro/s 

nt  nucleótido/s 

ORF  Open Reading Frame, Marco Abierto de Lectura 

PAES  polyanethol sulphonic acid, ácido polianetolsulfónico 

pb  par/pares de bases 

PCR  Polymerase Chain Reaction, Reacción en Cadena de la Polimerasa 

PFGE  Pulsed Field Gel Electrophoresis, Electroforesis en Gel de Campo Pulsado  
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PVP  polietilenglicol 

PVX  Potato Virus X, Virus X de la Papa 

QTL  Quantitative Trait Loci, Loci de Caracteres Cuantitativos 

RAPD  Random Amplified Polymorphic DNA, ADN Polimórfico Amplificado al Azar 

RFLP  Restriction Fragment Length Polymorphism, Polimorfismo en el Largo de los 

Fragmentos de Restricción 

RGA  Resistance Gene Analogs, Análogos a Genes de Resistencia 

rpm  revoluciones por minuto 

SCAR  Sequence Characterized Amplified Region, Región Amplificada de Secuencia 

Caracterizada 

SDS  Sodio Dodecil Sulfate, dodecil sulfato de sodio 

Sec  secuencia 

seg  segundo/s 

s.n.m.  sobre el nivel del mar 

SNP  Single Nucleotide Polymorphism, Polimorfismo de un Solo Nucleótido 

spp.  subespecie 

SSC  Saline Sodium Citrate, Citrato de Sodio Salino 

SSR  Simple Secuence Repeats, Repeticiones de Secuencia Simple o Microsatélites 

STS  Sequence Tagged Sites, Sitios de Secuencia Blanco o Sitios de Secuencia Definidos 

TAE  Buffer Tris Acetato EDTA 

TBE  Buffer Tris Borato EDTA 

Tm  temperatura de melting (temperatura de hibridación de los iniciadores) 

tn  tonelada/s 

Tris  Tris (hidroximetil)-aminometano 

U  unidades enzimáticas 

UV  ultravioleta 

v/v  volumen en volumen 

V  voltios 

W  watts 

X-gal  5-bromo-4-cloro-3-indolil- ß-D-galactósido  

YAC  Yeast Artificial Chromosome, Cromosoma Artificial de Levadura 
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3. INTRODUCCIÓN 
 

 

3.1. El cultivo de la papa (Solanum tuberosum)  

 

3.1.1. Descripción del taxón 

 

La papa cultivada (Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum) pertenece a la familia 

Solanaceae, sección Tuberarium. A esta familia también pertenecen otros cultivos de gran 

importancia como el tomate (S. lycopersicum), la berenjena (S. melongena), el pimiento 

(Capsicum sp.), la petunia (Petunia sp.), el tabaco (Nicotiana tabacum) y plantas de interés 

medicinal (Herrera-Arellano y col., 2004) entre otros (Lee, 2006). 

En el género Solanum hay unas 2.000 especies, de las cuales tuberizan aproximadamente 

200. El número básico de cromosomas es x=12, las especies pueden ser desde diploides 

(2n=2x=24) hasta hexaploides (2n=6x=72). La papa cultivada es una planta anual, de 30 a 

100 cm de alto, que se propaga vegetativamente mediante tubérculos (Figura 1). Es un 

tetraploide (2n=2x=48) altamente heterocigota, con patrones de herencia tetrasómicos 

(Cadman, 1942; Howard, 1970). Sin embargo, podría ser un alotetraploide parcial mas que 

un autotetraploide verdadero, con las consecuentes desviaciones de los patrones de 

segregación tetrasómicos esperados (Bradshaw, 1994). 

A nivel diploide, la papa es usualmente autoincompatible; mientras que a nivel tetraploide 

puede no serlo, encontrándose cierto grado de autofecundación espontánea. Sin embargo, 

la obtención de líneas endocriadas y, por lo tanto de F2 o retrocruzas entre ellas, se ve 

impedida tanto a nivel diploide como tetraploide por la autoincompatibilidad y la alta carga 

genética presente en esta especie de reproducción vegetativa. Así, el mejoramiento 

tradicional de la papa se ve dificultado por la herencia tetrasómica de los caracteres, la alta 

heterocigosis, la autoincompatibilidad y la androesterilidad de muchos cultivares. 

Sin embargo, se han introducido por cruzamiento genes en S. tuberosum spp. tuberosum a 

partir de varias especies silvestres de Solanum (Davidson, 1980; Ross, 1986; Bradshaw y 

Mackay, 1994; Camadro, 1996), la mayoría de las cuales son diploides o alopoliploides en 

los cuales la herencia es disómica (Cockerham, 1970; Ross, 1986). Esto pone en evidencia 

la importancia de las especies silvestres como fuente de caracteres de interés (Hawkes, 

1977; Gebhardt y col., 2004). 
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Figura 1. Planta de papa. (Tomado de www.potato2008.org/es/lapapa/index.html) 

 

3.1.2. Origen de la papa 

 

La papa es una especie originaria de América del Sur. Se considera al altiplano peruano-

boliviano como su centro primario de origen (centro de origen de S. tuberosum ssp. 

andigena) y al archipiélago de Chiloé, en el sur de Chile, como centro secundario (origen 
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de S. tuberosum ssp. tuberosum). Estas subespecies tetraploides habrían evolucionado a 

partir de especies diploides (Bradshaw y Mackay, 1994). 

En el continente americano hay unas 200 especies de papas silvestres, pero fue en los 

Andes centrales donde los agricultores lograron seleccionar y mejorar el primero de lo que 

habría de convertirse, en los milenios siguientes, una asombrosa variedad de cultivos del 

tubérculo. En realidad, lo que hoy se conoce como "papa" (Solanum tuberosum ssp. 

tuberosum) contiene apenas un fragmento de la diversidad genética de las siete especies 

reconocidas de papa y las 5.000 variedades que se siguen cultivando en los Andes.  

La papa se originó hace unos 8.000 años y era ampliamente cultivada en Sudamérica a la 

llegada de la colonización española. El cultivo fue exportado a Europa (posiblemente a 

España y luego a Inglaterra) hacia fines del siglo XVI, desde donde se extendió al resto del 

mundo durante los dos siglos siguientes (Brown, 1990; Lee, 2006). En Sudamérica, la 

producción permaneció restringida a las regiones de mayor altitud hasta los comienzos del 

siglo XX, empleándose en la misma métodos tradicionales de muy baja productividad 

(Ross, 1986). 

Actualmente, en América, el área de distribución geográfica del género Solanum se 

extiende desde los 40° de latitud N hasta los 40° de latitud S, desde el nivel del mar hasta 

los 4.500 m s.n.m., especialmente en el sector andino del continente. Las especies 

adaptadas a las distintas condiciones ecológicas de esta región, son una fuente de 

variabilidad genética importante para su uso en los planes de mejoramiento. 

 

3.1.3. Importancia económica del cultivo 

 

La papa, con su elevado contenido de almidón, es el cuarto cultivo alimenticio a nivel 

mundial, detrás del maíz, el trigo y el arroz. Sin embargo, su producción en materia seca y 

de proteína por unidad de área y tiempo es superior a la de los cultivos antes mencionados. 

En este sentido, el cultivo presenta las ventajas de ser altamente intensivo y remunerativo, 

con rendimientos que alcanzan las 3,6 tn/ha de materia seca. Los rendimientos en calorías 

(7,1 millones de kcal/ha) y en proteínas (196 kg/ha) se comparan favorablemente con los 

de los cereales. Además, debido a un ciclo reproductivo más corto, estos rendimientos 

resultan también competitivos frente a los de otras tuberosas y raíces (Ross, 1986). Su 

proteína es particularmente valiosa ya que posee un alto contenido de aminoácidos 

esenciales, muy raro en otras proteínas de reserva vegetales. Es rica en vitaminas B y C, 

hidratos de carbono, hierro, azufre, fósforo, sodio y potasio. 
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Debido a las ventajas mencionadas, y ante la creciente demanda mundial de alimentos y la 

crítica situación en que se debaten muchos países no desarrollados, el interés por la 

producción de este cultivo es motivo de renovado interés. 

El sector mundial de la papa atraviesa grandes cambios. Hasta inicios del decenio de 1990, 

casi la totalidad de las papas se producían y consumían en Europa, América del Norte y en 

los países de la antigua Unión Soviética. Desde entonces se ha producido un espectacular 

aumento de la producción y la demanda de papa en Asia, África y América Latina, donde 

la producción aumentó de menos de 30 millones de toneladas a principios del decenio de 

1960 a más de 165 millones en 2007. En 2005, por primera vez, la producción de papa del 

mundo en desarrollo excedió a la del mundo desarrollado. China se ha convertido en el 

primer productor mundial de papa, y poco menos de una tercera parte de todas las papas 

hoy se cosechan en China e India (FAOSTAT, 2008). 

Asia consume casi la mitad del suministro mundial de papa pero, considerando su enorme 

población, el consumo por persona fue de apenas 25 kilogramos en 2005. Los mayores 

consumidores de papa son los europeos (96 kg/persona). El consumo más bajo es en África 

(14 kg/persona) y América Latina (23 kg/persona), pero está en aumento (FAOSTAT, 

2008).  

Las estadísticas de consumo disponibles demuestran que existe un amplio espacio 

potencial para incrementar la participación de la papa en la alimentación primaria de los 

países en desarrollo. En estos países, la papa es considerada una producción de “alta 

inversión”. Esto se debe a la necesidad del control de plagas, la disminución en el uso de 

mano de obra intensiva, la disminución de la cantidad y uso de herramientas y la 

renovación menos frecuente de la semilla comprada o de producción propia por parte del 

productor que son las principales variables que inciden sobre los costos de producción. Por 

esta razón, muchos pequeños productores no pueden reunir los medios para comprar los 

insumos necesarios para mejorar los rendimientos, tales como papa-semilla de buena 

calidad, fertilizantes y herbicidas (FAOSTAT, 2008). 

 

3.1.4. La papa: “alimento del fututo” 

 

En un contexto mundial de aumento de los precios de los alimentos, impulsados por la 

feroz competencia por el suministro internacional reducido de trigo, maíz y arroz, así como 

otros productos agrícolas. Conforme aumenta la preocupación de que pudiera producirse 

escasez de alimentos e inestabilidad en docenas de países de bajos ingresos, la atención 
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mundial se vuelve hacia un cultivo milenario que podría contribuir a aliviar la presión de la 

inflación de los precios de los alimentos, como es el caso de la papa. A diferencia de los 

principales cereales, sólo una parte del total de la producción de la papa entra en el 

comercio internacional y los precios por lo general se determinan por los costos locales de 

producción y no por las fluctuaciones del mercado mundial. Por lo tanto, es un cultivo muy 

recomendado para la seguridad alimentaria que puede ayudar a los agricultores de bajos 

ingresos y a los consumidores vulnerables a atravesar el momento de inestabilidad que 

experimentan hoy el suministro y la demanda mundial de alimentos 

En la Conferencia bienal de la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y 

la Alimentación (FAO), celebrada en noviembre de 2005, el Representante Permanente del 

Perú propuso una resolución, aprobada por la Conferencia, para dirigir la atención mundial 

a la importancia de la papa como medio para dar seguridad alimentaria y reducir la 

pobreza. Esta resolución se trasmitió al Secretario General de las Naciones Unidas, con el 

objetivo de que la Asamblea General de la ONU declarara 2008 Año Internacional de la 

Papa (AIP) (http://potato2008.org). 

La 16ª reunión de la Asamblea General aceptó la resolución en diciembre de 2005 e invitó 

a la FAO a facilitar la ejecución del AIP 2008. La resolución señala que la papa es un 

alimento básico en la alimentación mundial y confirma la función que este producto puede 

desempeñar en el cumplimiento de los objetivos de desarrollo establecidos, incluidos los 

Objetivos de Desarrollo del Milenio (FAO, 2008). 

 

3.1.5. El cultivo de la papa en la Argentina 

 

Si bien en el occidente de Argentina hay papas silvestres, la producción de este tubérculo 

data de 1870, según está documentado, cuando se cultivaron 2.000 hectáreas de tubérculos 

importados, casi sin duda, de Europa. Hoy en día, la producción de papa es en gran escala 

y muy mecanizada. 

Desde inicios del decenio de 1960 la cosecha nacional promedia unos dos millones de 

toneladas, y a veces supera esta cifra (como en 1998, cuando fue de 3,4 millones de 

toneladas). Los niveles de consumo de papa, de unos 44 kilogramos por persona al año en 

2005, también se han modificado poco desde 1990 (http://www.argenpapa.com.ar). 

Lo que ha cambiado notablemente es la productividad. Junto a una caída constante del 

tamaño de la zona cosechada, de 200.000 hectáreas en 1961 a unas 68.000 en 2007, la 

producción por hectárea se ha triplicado con creces a casi 30 toneladas. En 2005, Argentina 
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exportó 33.000 toneladas de papas, y 4.000 toneladas de harina de papa, si bien la 

producción se destina principalmente al mercado interno donde el consumo anual per 

capita es uno de los más altos de Latinoamérica.  

En el país se produce papa en una región que abarca desde Salta y Jujuy hasta Chubut, en 

la que se planta en diferentes épocas (de julio a febrero), según la zona productora, 

garantizando la llegada del producto fresco a los mercados consumidores durante todo el 

año. La gran amplitud de climas, altitudes y latitudes permite disponer de diversas 

calidades. La principal región de producción (21.000 ha en 2002/2003) está localizada en 

el sudeste de la Provincia de Buenos Aires, en el área denominada Balcarce, que reúne 

condiciones favorables para el cultivo obteniéndose un mayor rendimiento (750 bolsas/ha). 

Si bien, es en la Pcia. de Córdoba donde se concentra la mayor superficie plantada (40.000 

ha) con rendimientos menores (500 bolsas/ha) (Mosciaro, 2004). 

La superficie nacional total dedicada a esta cosecha es de alrededor de 100.000 ha en 2001, 

registrándose una producción total de 2-2,5 millones de tn y un rendimiento promedio de 

24,7 tn/ha (Mosciaro, 2004). De la producción obtenida, un 82% se destina al consumo en 

fresco, un 9% a la producción de papa semilla, un 0.7% a exportaciones y un 9% a la 

industria. Las variedades más utilizadas para el consumo son Spunta (90% del mercado), 

de origen holandés, Kennebec (entre 4% y 7%), y otras variedades como Huinkul MAG, 

Shepody, Russet y Bonaerense La Ballenera, que son producidas en porcentajes menores 

para el consumo fresco y su procesamiento industrial (Mosciaro, 2004). Excepto Huinkul 

MAG, en la que se introdujo tolerancia a campo a PVY (Potato Virus Y, Virus Y de la 

Papa), estas variedades son susceptibles a virus y otros patógenos en mayor o menor 

medida (Vigliola, 1986). 

 

3.2. El Virus X de la Papa (PVX, Potato Virus X) y los genes de resistencia a este virus 

 

3.2.1. Enfermedades que afectan al cultivo: el PVX y la necesidad de contar con 

fuentes de resistencia. 

 

La papa es susceptible a muchas enfermedades, algunas extendidas mundialmente y otras 

confinadas a áreas más limitadas. Los agentes fitopatogénicos incluyen bacterias, hongos, 

virus y nemátodos. Las enfermedades provocadas por estos patógenos provocan las 

mayores pérdidas de producción, razón por la cual la búsqueda de resistencia genética es 

de alta prioridad para los mejoradores de todo el mundo. 
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Las infecciones virales producen pérdidas económicas significativas en tres formas: a) 

directas, a través de una disminución del rendimiento, con cifras que pueden llegar hasta el 

50% en algunos años; b) indirectas, a través de un incremento en los costos debido a la 

producción de papa-semilla libre de virus (esto corresponde a un 20-25% del costo de 

producción en Argentina, por ejemplo); c) por imposibilidad de obtener productos con 

fines de exportación, debido a las limitaciones internacionales impuestas a la 

comercialización de materiales fuera de las tolerancias fitosanitarias y de la calidad 

permitidas. Los altos costos de producción se deben a que las papas se multiplican 

clonalmente sembrando tubérculos o trozos de tubérculo. Este método de propagación 

favorece la transmisión y diseminación de los patógenos almacenados. El control se basa 

en la siembra de material sano (fiscalizado y certificado) y en evitar la introducción de 

virus de fuentes externas (Vigliola, 1986). Las plantas se liberan de virus a partir del 

cultivo in vitro de ápices meristemáticos sometidos a termo y quimioterapia. La 

propagación del material sano se realiza en zonas con bajos niveles de inóculo viral, lo que 

determina la producción de distintas categorías de semilla dependiendo del porcentaje de 

contaminación y del número de ciclos de multiplicación (Hammond, 1990). Por otra parte, 

para aquellos virus que se transmiten por insectos o nematodos, el uso de pesticidas incide 

notablemente en los altos costos de producción. 

Los virus más importantes son: el virus del enrollamiento de la hoja (PLRV, Potato 

Leafroll Virus) y el del mosaico rugoso (PVY, Potato Virus Y), por sus fuertes síntomas y 

el del mosaico latente (PVX, Potato Virus X), por su amplia dispersión debido a que se 

transmite por heridas y uso de herramientas contaminadas (Hooker, 1981 y 1986; Salazar y 

Accatino, 1990; Mendoza y col., 1990; Solomon-Blackburn y Barker, 2001b). 

Hace cierto tiempo, se pensaba que el PVX no dañaba los cultivares debido a que es 

relativamente asintomático. Sin embargo, observaciones más cuidadosas demostraron que 

puede producir mermas de rendimiento del 10 al 25%. (Hooker, 1981; Salazar y Accatino, 

1990; Solomon-Blackburn y Barker, 2001b). Cuando PVX y PVY infectan conjuntamente 

ciertas variedades de papa, actúan sinérgicamente y pueden producir pérdidas de hasta un 

70% en los rendimientos (Solomon-Blackburn y Barker, 2001b). 

El PVX es el miembro tipo del género Potexvirus (Verchot-Lubicz y col, 2007), uno de los 

8 géneros que pertenecen a la familia Flexiviridae (Adams y col., 2004). Los miembros de 

esta familia se caracterizan por ser viriones flexibles y filamentosos, de entre 470 y 580 nm 

de largo, formados por subunidades de una única proteína de cápside (CP: coat protein). 

Los Potexvirus tienen un genoma monopartito de ARN de cadena positiva que codifica 
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para 5 marcos abiertos de lectura (ORFs: open reading frames). El genoma de PVX tiene 

una longitud de 6435 nt. El extremo 5´ posee un cap de metilguanosina y en el 3´ posee 

una cola de poli-A (Huang y col., 2004; Huisman y col., 1988). El primer ORF codifica 

para la replicasa viral. La región central del genoma codifica para tres ORFs superpuestos, 

conocido como bloque de tres genes (TGB: triple-gene block), codificando proteínas 

necesarias para el movimiento célula-célula; incluyendo una proteína supresora del 

silenciamiento (Verchot-Lubicz, 2005). El ORF final corresponde a la CP viral, la cual se 

requiere para el ensamblado del virión y el movimiento célula-célula (Huisman y col., 

1988; Santa Cruz y col., 1998).  

Asimismo, es importante destacar que el PVX es un virus modelo para estudios en 

fitopatología y como vector para distintas aplicaciones tecnológicas (Chapman y col. 1992; 

Batten y col., 2003). 

Ante las pérdidas producidas por infecciones virales, los beneficios potenciales de contar 

con fuentes de resistencia son enormes, y disponer de cultivares resistentes es la manera 

económica y ambientalmente más aceptable para controlar las enfermedades virales en 

papa. 

Sin embargo, en el caso de este cultivo el mejoramiento tradicional es lento y laborioso, 

limitado a la variación natural (por ejemplo, un programa típico de mejoramiento puede 

demandar unos 14 años hasta conseguirse una nueva variedad) y tampoco se dispone de 

genes de resistencia adecuados para la mayoría de los patógenos que la afectan en el 

germoplasma “comercial”. En este marco, el uso de técnicas de biología molecular para 

identificar y caracterizar genes de interés a partir de otras especies relacionadas presentes 

en el germoplasma silvestre brinda una oportunidad para superar estos problemas 

(Solomon-Blackburn y Barker, 2001b). 

 

3.2.2. La interacción planta-patógeno  

 

Sólo una pequeña proporción de las infecciones producidas por patógenos produce 

enfermedades y esto se debe principalmente a varias razones: a) la especie vegetal atacada 

por el patógeno no presenta los requerimientos que éste necesita y la planta se considera 

no-hospedadora (resistencia a nivel de especie o “non-host resistance”); b) a la presencia 

de barreras preformadas, estructuras o componentes tóxicos que presenta la planta y que 

impiden la entrada del patógeno; c) los mecanismos de defensa son activados tras el 

reconocimiento planta-patógeno. En todos estos casos decimos que la interacción es 
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incompatible (resistencia) pero sólo en el tercer caso el mecanismo de defensa depende 

exclusivamente de respuestas inducidas para limitar el ataque del patógeno. La enfermedad 

(interacción compatible) ocurrirá sólo cuando las defensas preformadas de la planta sean 

inadecuadas, las condiciones ambientales sean favorables para el patógeno y/o si las 

repuestas activas de defensa no sean efectivas. 

Así, las plantas han desarrollado mecanismos pasivos y activos de defensa. Las respuestas 

activas de defensa pueden ser subdivididas en inmunidad adaptativa e innata. La 

inmunidad adaptativa en plantas parece estar restringida a las respuestas de defensa 

antivirales que dependen de mecanismos de silenciamiento mediado por ARN (Voinnet, 

2005). El sistema inmune innato es más general y responde a una variedad amplia de 

patógenos de plantas. La inmunidad innata se basa en receptores especiales que pueden ser 

clasificados groseramente en dos grupos: Receptores de Reconocimiento de Perfiles o 

Patógenos (PRRs: Pathogen or Pattern Recognition Receptors) y las proteínas de 

Resistencia (R: Resistance). Los PPRs reconocen Perfiles Moleculares Asociados a 

Patógenos o Microbios (MAMPs/PAMPs: Microbe- or Pathogen-Associated Molecular 

Patterns) que generalmente corresponden a moléculas altamente conservadas compartidas 

entre microorganismos de la misma clase (Nürnberger y col., 2004; Zipfel y Felix, 2005, 

Bent y Mackey, 2007). Los PPRs permiten que las plantas reconozcan distintos 

microorganismos invasores usando un grupo limitado de receptores (Zipfel y Felix, 2005; 

Chisholm y col., 2006). Contrariamente a los PPRs, las proteínas R responden a moléculas 

(llamadas proteínas avirulentas o elicitores) que generalmente no están conservadas entre 

especies ni aún entre aislamientos de un determinado patógeno. De acuerdo con esto, las 

proteínas R están codificadas por grandes familias de genes, encontrándose varios cientos 

de genes por genoma (Meyers y col., 2003). Debido a esta relación uno-a-uno entre el gen 

R de la planta y el correspondiente gen de avirulencia (Avr) en el patógeno, a este tipo de 

inmunidad se la llamó resistencia gen-a-gen (Flor, 1971). La definición genética de esta 

interacción se explica mediante la hipótesis de Flor obtenida tras su trabajo realizado sobre 

la interacción entre el lino cultivado (Lirium usitatissimum) y el hongo biotrófico 

Melampsora 1ini (Flor, 1947). Una pérdida o alteración de algunos de los dos genes (R o 

Avr) inducirá la enfermedad. Si bien el modelo fue desarrollado en una interacción planta-

hongo, también proporciona la base genética para la mayoría de las resistencias activas en 

plantas contra patógenos tan diversos como bacterias, hongos, virus, nemátodos e insectos 

(Keen, 1990; Van der Biezen y Jones, 1999; Dangl y Jones, 2001; Chisholm y col., 2004). 

La interacción entre el PVX y los genes de resistencia en papa sigue este modelo. 



Introducción 

 14

3.2.3. Tipos de resistencia a virus en papa y nomenclatura 

 

En las plantas de papa resistentes a virus se pueden encontrar dos tipos de respuesta 

diferentes mediadas por genes R: la resistencia extrema (ER: extreme resistance) y la 

resistencia hipersensible (HR: hypersensitive resistance). 

Las plantas con resistencia extrema son aquellas que, cuando son inoculadas con virus, 

muestran ausencia de síntomas o una necrosis sumamente limitada (por ejemplo, lesiones 

puntuales). La infección viral es ínfima, si es que ocurre. Únicamente con técnicas de alta 

sensibilidad, se pueden detectar cantidades extremadamente bajas del virus, si las hay, 

tanto en hojas inoculadas como sistémicas. En general, este tipo de resistencia suprime la 

acumulación de virus, previniendo su multiplicación en estadios tempranos de la infección 

y no está normalmente asociada a muerte celular (Hämäläinen y col., 1997; Gilbert y col., 

1998). La ER puede ser global, confiriendo resistencia contra varias cepas de un 

determinado virus (Solomon-Blackburn y Barker, 2001a). 

Las plantas con resistencia hipersensible (HR) muestran lesiones necróticas locales, que 

son consecuencia de una respuesta de defensa rápida que resulta en la muerte de unas 

pocas células (necrosis) en el sitio de la infección previniendo la distribución del virus al 

resto de la planta (Dixon y col. 1994; Heath, 2000). El virus puede ser detectado casi 

siempre en las hojas afectadas. La HR es, frecuentemente, cepa (genotipo) específica. De 

hecho, la definición de razas en fitopatología se realiza bajo este criterio, como se verá más 

adelante. La HR también, puede ser afectada por condiciones ambientales o por la 

fisiología de la planta hospedadora (por ejemplo, madurez) (Solomon-Blackburn y Barker, 

2001a). 

Las respuestas de tipo ER y HR se describieron para PVX mediante estudios de 

inoculación por savia y por injerto (De Bokx, 1972; Cockerham, 1970). 

Si bien están descriptos otros tipos de resistencia (Solomon-Blackburn y Barker, 2001b), 

éstas no corresponden a la conferida por genes mayores de resistencia (Witham y col., 

2006). 

En este trabajo, se sigue la nomenclatura propuesta por Valkonen y col. (1996) para los 

genes mayores de resistencia. La primera letra, mayúscula para denotar un gen de 

resistencia dominante, indica el tipo de resistencia (usualmente N para HR y R para 

resistencia extrema u otra resistencia). La segunda letra, minúscula, indica el virus o la 

cepa contra la cual se confiere la resistencia, y luego se indica con minúscula y en 

subíndice la especie en la cual la resistencia fue encontrada u originada. 
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3.2.4. Los genes de resistencia Nx, Nb y Rx 

 

Se han identificado numerosos genes de resistencia a PVX en el germoplasma de Solanum 

(Ross, 1986), pero los más utilizados en los planes de mejoramiento fueron el Nx, el Nb y 

los Rx. De éstos, los genes Rx son los más importantes por el grado de resistencia 

("inmunidad") conferido contra las distintas cepas de PVX. 

La existencia de inmunidad al PVX (gen de resistencia extrema) fue publicada por primera 

vez en el genotipo de papa USDA41956 (Schultz y Raleigh, 1933; Schultz y col., 1937); 

este genotipo sería el producto de varios cruzamientos incluyendo especies silvestres, 

recibiendo el gen de inmunidad del clon CPC1673 de S. andigena (Ross y Baerecke, 

1950). Este gen fue posteriormente mapeado en S. tuberosum, localizándose en la región 

distal del cromosoma XII, denominándolo Rx1 (Ritter y col., 1991).  

Por otro lado, Cockerham (1970) describe una “segunda” fuente de resistencia extrema en 

S. tuberosum spp. andigena denominando al gen Rxadg. 

A partir de S. tuberosum spp. tuberosum cv. Cara, en forma paralela, se mapea un “tercer” 

gen de resistencia extrema a PVX en cromosoma XII, denominado Rx, probablemente en 

la misma posición o en la vecindad del locus Rx1 mapeado previamente (Bendahmane y 

col., 1999). El gen Rx en el cultivar Cara se encuentra estrechamente ligado al gen Gpa2 de 

resistencia al nematodo Globodera pallida (Rouppe van der Voort y col., 1999) en un 

segmento introgresado a partir de la entrada resistente CPC1673, postulándose que Rx y 

Rxadg corresponderían al mismo gen (Solomon-Blackburn y Barker, 2001a). La fuente de 

Rx1 también posee en su pedigree a esta entrada, sugiriendo que Rx, Rx1 y Rxadg 

correponderían todos al mismo gen (eventualmente con variantes alélicas). 

Ross y Baerecke (1950) hallaron resistencia extrema al PVX en genotipos de S. acaule, 

denominando al gen responsable Rxacl. Cockerham (1970) describe otro gen de resistencia 

extrema al que denomina Xi a partir de S. acaule y, finalmente, Ritter y col. (1991) mapean 

en papa el gen Rx2 en una región intermedia del cromosoma V, postulando que este gen 

deriva de S. acaule debido a que en el pedigree del parental resistente está incluido el clon 

MPI 44.1016/10. Así se sugiere que Rxacl y Rx2 corresponderían al mismo gen (Solomon-

Blackburn y Barker, 2001a). 

Se postula que Rxacl y Xi podrían ser los mismos genes dado que ambos tienen en sus 

pedigrees el clon resistente MPI 44.1016/10 de S. acaule (Solomon-Blackburn y Barker, 

2001a). Pero, De Jong y col. (1997) sugieren que Xi podría ser Rx1 o un tercer gen 



Introducción 

 16

(diferente a Rx1 y Rx2). Con lo cual, Rxacl y Rx2 (pero no Xi) corresponderían al mismo 

gen (Solomon-Blackburn y Barker, 2001a). 

Entre los genes de resistencia hipersensible, se encuentran mapeados el gen Nbtbr (de S. 

tuberosum spp. tuberosum cv. Pentland Ivory) en una posición intermedia de cromosoma 

V (De Jong y col., 1997) y el gen Nxphu (de S. phureja) en el brazo largo del cromosoma IX 

(Tommiska y col., 1998). 

Se observa que Rx2 y Nbtbr mapean en la misma región del cromosoma V estando 

estrechamente ligados y sin descartar la posibilidad de que ambos genes fueran alelos (De 

Jong y col., 1997). Marano y col. (2002) mediante mapeo genético de alta resolución del 

gen Nbtbr (denominado Nb) y ensayos biológicos determinan que el gen Nb también está 

presente en el cultivar Cara donde se encuentra el gen Rx1 y observan que la resistencia 

hipersensible conferida por el gen Nb está enmascarada por la respuesta de resistencia 

extrema dada por el gen Rx.  

En la literatura se describen relaciones alélicas entre otros genes de resistencia a PVX no 

mapeados (Solomon-Blackburn y Barker, 2001a). 

Hasta el presente, los genes de resistencia principalmente utilizados en el mejoramiento 

(Nx, Nb, y Rx) parecen ser una alternativa aceptable para el control del PVX a campo 

(Ross, 1986, Adams y col., 1984). Sin embargo, cabe aclarar que esta evaluación de los 

genes de resistencia depende de la dispersión de las cepas hipervirulentas HB y MS (ver a 

continuación) que son capaces de superar la resistencia conferida por cualquiera de estos 

genes conocidos. Así, ninguno de estos genes ofrece resistencia contra todas las cepas de 

PVX. 

 

3.2.5. Interacción entre las cepas de PVX y los genes de resistencia  

 

El PVX, como todos los virus RNA, presenta una gran variabilidad genética; la cual se 

refleja en el alto número de cepas o aislamientos o genotipos que han sido identificados en 

todo el mundo en base a los síntomas desarrollados en hospedantes indicadores (Salaman, 

1938; Matthews, 1949). En este caso, se considera cepa (aislamiento que define un 

genotipo con comportamiento diferencial) para definir a las variantes del virus. Para otros 

fitopatógenos se hablaría de raza o patotipo pero estos términos han sido: o poco usados 

con PVX (raza) o se han usado con una acepción más restrictiva (patotipo). Estas cepas de 

PVX fueron clasificadas por Cockerham (1955) en cuatro grupos según su interacción con 

los genes de hipersensibilidad Nx y Nb, provenientes de Solanum (Tabla 1). Las cepas del 
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grupo I sólo infectan plantas que no contengan ninguno de los genes de resistencia 

hipersensible antes mencionados. Las del grupo II multiplican en genotipos portadores del 

gen Nx pero no lo hacen en genotipos portadores del gen Nb; contrariamente, las cepas del 

grupo III infectan genotipos Nb pero no infectan genotipos Nx. Las cepas del grupo IV 

infectan tanto genotipos Nb, Nx o Nb:Nx. Ninguna de las cepas típicas de los grupos de 

virulencia de Cockerham superan a los genes de resistencia extrema Rx (Rxacl o Rxadg, 

Ross, 1986; Fernández-Northcote, 1990). 

Hasta el presente, sólo dos cepas de PVX fueron identificadas con capacidad para superar a 

los genes de resistencia Rx. Estas cepas son el PVX HB (Moreira y col., 1980) y el PVX 

MS (Tozzini y col., 1994; Tozzini, 1994 y 1997). 

Fernandez-Northcote (1990) propuso una nueva clasificación para las cepas de PVX 

utilizando, como criterio de clasificación, la capacidad del virus para infectar tejidos 

portadores de los genes de resistencia Rx. En esta clasificación las cepas se dividen en 

patotipos. Pertenecen al patotipo 1 las cepas que no superan la resistencia conferida por el 

gen Rx mientras que pertenecen al patotipo HB las cepas que sí la superan (Tabla 1). 
 

Tabla 1. Clasificación de las cepas de PVX de acuerdo con su compatibilidad con los genes Nx, Nb 

y Rx. (+) interacción compatible/susceptibilidad; (-) interacción incompatible/resistencia. (1) 

Cockerham (1955) (2) Fernandez-Northcote (1990). 

  Genes de reacción del hospedante    

        

Grupo 
 (1) 

 hipersensibilidad   inmunidad Patotipo 
(2) 

 nx nb Nx Nb NxNb  Rx  

I + - - -  -  

II + + - -  - 1 

III + - + -  -  

IV + + + +  -  

        

        

 + + + +  + HB 
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De las cepas virulentas aisladas, las más importantes son las cepas HB y MS, ya que éstas 

tienen la capacidad de superar, no sólo la resistencia mediada por los genes Nx y Nb, sino 

también la mediada por los genes de resistencia extrema Rx. 

La cepa HB alcanza altas concentraciones en las plantas infectadas (Moreira y col., 1980) 

y, contrariamente a lo que se sugiere para las cepas que superan varios genes de resistencia 

(Jones, 1981), el PVX HB no muestra disminución de su capacidad competitiva (Jones, 

1985). Sin embargo, su distribución geográfica parece estar limitada al altiplano peruano-

boliviano, donde es común (Moreira y col., 1980). El PVX HB no ha sido detectado aún en 

Estados Unidos o Europa ni ninguna otra cepa que supere a los genes Rx. 

La cepa MS fue aislada más recientemente (fines de los años 80) por el Ing. Agr. Julio 

Muñoz (Fac. de Ciencias Agrarias, Univ. Nac. de Córdoba). Esta cepa alcanza en plantas 

de tabaco y papa títulos 10 veces mayores que la cepa HB (Tozzini, 1997), aunque su 

capacidad para competir en mezclas con otras cepas de PVX no fue evaluada.  

Se conoce muy poco respecto de su distribución. Aparentemente, fue detectada en las 

provincias de Mendoza y Córdoba. No existen estudios epidemiológicos del PVX MS en 

las áreas de cultivo en el país. 

Desde el punto de vista filogenético, mediante el análisis de la secuencia genómica, el HB 

pertenece al grupo de aislamientos de origen americano (Querci y col., 1993) mientras que 

la cepa MS presenta elevada similitud con cepas de origen europeo (Tozzini, 1997). Así 

HB y MS pertenecen al mismo patotipo pero la similitud a nivel genómico es baja. 

Las cepas HB y MS tienen una dispersión limitada o desconocida, pero dado que no se ha 

establecido aún la razón de esto, no se puede descartar que su dispersión aumente con el 

tiempo (Jones, 1981; Salazar, 2005). De acuerdo con la elevada similitud filogenética del 

MS con cepas europeas, no se puede descartar la proveniencia y/o aparición de esta cepa 

hipervirulenta en ese continente (Malcuit y col., 2000). 

Moreira y col. (1980) no hallaron genes de resistencia a la infección por PVX HB entre 

especies silvestres de Solanum. Posteriormente, se identificó un genotipo de S. sucrense 

que presentaba resistencia, del tipo hipersensible, a esta cepa (Brown, 1984). Sin embargo, 

este gen no confería resistencia a otras cepas de PVX. Si bien la resistencia de S. sucrense 

es monogénica y dominante, el hecho de que sea específica contra HB hace que en los 

planes de mejoramiento deba ser incorporada junto con otros genes de resistencia o a 

genotipos que ya presenten resistencia a las cepas comunes. Tampoco se conoce la 

capacidad de este gen para detener la infección por PVX MS. 
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De lo expuesto hasta ahora se desprende que los genes de resistencia al PVX actualmente 

en uso están en peligro de ser superados a campo por algunas cepas de PVX. Sumado a 

esto, se han reportado recientemente nuevas cepas de PVX aisladas en Japón, Rusia y 

Corea relacionadas filogenéticamente con cepas de origen europeo (Kajiwada y col., 2002; 

Ravin y col., 2008; Choi y col., 2008). 

 

3.2.6. La resistencia a PVX MS presente en S. commersonii 

 

Con el objeto de hallar nuevas fuentes de resistencia a PVX, Tozzini y col. (1991) 

analizaron distintas especies de Solanum que no habían sido estudiadas hasta el momento 

para esta característica. En 3 especies (S. sparsipilum, S. oplocense y S. commersonii), de 

las distintas analizadas, hallaron genotipos que resistían la infección por una cepa de PVX 

del grupo de virulencia II. Estos genotipos fueron posteriormente desafiados con las cepas 

hipervirulentas HB y MS. Sólo el genotipo S. commersonii PI 243503 resistió a la 

infección por estas cepas, tanto en la inoculación por abrasión como por injerto (Tozzini, 

1994). 

Las hojas inoculadas o sistémicas de S. commersonii no presentan síntomas por lo que esta 

resistencia no parece actuar mediante una respuesta de hipersensibilidad o necrosis. Los 

resultados obtenidos en protoplastos infectados confirmaron esta observación, siendo el 

mecanismo de resistencia efectivo a nivel de célula aislada y sin mediar una disminución 

de la viabilidad de los protoplastos. Estos resultados también mostraron que la respuesta de 

resistencia es inducida por la infección determinando una reducción en la concentración de 

PVX por célula a partir de las 15 a 20 hs post-infección. Hasta las 15 hs post-infección la 

tasa de acumulación es similar a la observada en los controles susceptibles. La cinética de 

la infección en protoplastos fue similar para todas las cepas virales ensayadas (Tozzini, 

1994). 

Este mecanismo de resistencia fue también identificado en otras introducciones de S. 

commersonii existentes en el banco de germoplasma de INTA Balcarce. 

S. commersonii es una especie silvestre de papa, diplode (2x=2n=24). El área de 

distribución de esta especie se circunscribe al cono sur de Sudamérica: noroeste, este y 

noreste de Argentina (en particular, este y sureste de la Pcia. de Buenos Aires, toda la 

Mesopotamia y en la región del NOA), sur de Paraguay, sur de Brasil y norte y sur de 

Uruguay; concentrándose en la región rioplatense (Spooner y Clausen, 1993; Hijmans y 

Spooner, 2001; Hijmans y col., 2002).  
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Esta especie silvestre de papa es ampliamente estudiada debido a que posee varias 

características de interés. Entre ellas, la elevada tolerancia a frío y su buena capacidad de 

aclimatación (Nyman y Waara, 1997; Chen y col., 1999; Carputo y col., 2003; Bamberg y 

col., 2005). Para esta última característica, se están realizando ensayos transcriptómicos 

comparativos (de los Reyes, 2008). También, presenta resistencia a las bacterias Erwinia 

carotovora (Carputo y col., 1997a y 2002; Barone y col., 2001) y Ralstonia solanacearum 

(Laferriere y col., 1999) y al hongo Phytophthora infestans (Micheleto y col., 2000). 

A nivel mejoramiento tradicional, se cuenta con varios estudios de formación de híbridos 

somáticos con S. tuberosum para la introgresión de estas características de interés en la 

papa cultivada (Cardi y col., 1999; Carputo y col., 1997b y 2000; Barone y col., 2002; 

Iovene y col., 2004; Jansky, 2006).  

Por otra parte, es una especie con un alto contenido de glicoalcaloides como 

commersonina, demissina, tomatina, dihidrocommersonina y delta-5-demissina (Vazquez y 

col., 1997). Debido a esto, puede ser potencialmente peligrosa para la salud humana. Sin 

embargo, en ciertas regiones de nuestro país se la utiliza como planta medicinal 

(Toursarkissian, 1980) y es conocida como “batatilla purgante” en el NO de Corrientes 

(Martínez-Crovetto, 1981). 

En este contexto, S. commersonii se definió como una nueva fuente de resistencia extrema 

al PVX, incluyendo a las cepas hipervirulentas HB y MS las cuales son capaces de superar 

los genes de resistencia conocidos y usualmente empleados en los programas de 

mejoramiento de papa (Solomon-Blackburn y Barker, 2001b). 

En un estudio preliminar, se observó que esta resistencia sería conferida por un gen único y 

dominante al que se denominó Rxcmm (Martínez, 1997). Asimismo, basados en los 

resultados de nuestro grupo, Parrilla y Cardi (1999) logran transferir esta característica a S. 

tuberosum mediante hibridación somática, por fusión de protoplastos de S. commersonii PI 

243503 con protoplastos de un clon de papa dihaploide.  

 

3.3. Los genes y las proteínas de resistencia en Solanaceae 

 

3.3.1. Los genes R y la clasificación de las proteínas R codificadas por éstos 

 

En los últimos años, más de 50 genes R fueron clonados a partir de diferentes especies de 

plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas (Martin y col., 2003), unos 27 de los cuales 

corresponden a solanáceas (van Ooijen, 2007). Aunque los genes R confieren resistencia 
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contra patógenos muy diferentes, las proteínas codificadas comparten un número limitado 

de elementos conservados. Esta similitud sugiere una elevada conservación de los 

mecanismos de transducción de señales existentes en las plantas para desencadenar las 

respuestas de defensa mediadas por genes R. Basados en estos dominios conservados, las 

proteínas R pueden ser clasificadas en 4 clases diferentes. La primera clase de genes es la 

más abundante y codifica para proteínas llamadas NBS-LRR (nucleotide-binding site 

leucin-rich repeat) (Dangl y Jones, 2001). Esta clase contiene un subdominio central de 

unión de nucleótidos (NB: nucleotide-binding) como parte de una entidad mayor llamada 

dominio NB-ARC, el cual está presente en el factor 1 activador de proteasa apoptótica 

humano (APAF-1: apoptotic proteasa-activating factor 1), en las proteínas R y en la 

proteína CED-4 de Caenorhabditis elegans (C. elegans Dead protein 4) (van der Biezen y 

Jones, 1998).  

El dominio NB-ARC o NBS (Nucleotide Binding Site) está presente en diversas proteínas 

con actividad de unión a ATP o GTP, como las ATPasas y las proteínas G, lo que sugiere 

una posible función en las proteínas R como lugares de unión a nucleótidos; sin embargo, 

no está claro como ocurren estas uniones (Dangl y Jones, 2001). El dominio NBS abarca 

diferentes secuencias: kinasa 1a (también conocida como P-loop que presenta la secuencia 

consenso GxxxxGKT/S), kinasa 2 y kinasa 3. La presencia del dominio NBS altamente 

conservado en muchos de los productos de los genes R sugiere que la función de unión a 

nucleótidos sería esencial para el funcionamiento de estas proteínas. Sin embargo, el papel 

de los dominios NBS en la activación de las defensas de las plantas no está claro todavía 

(Bent, 1996). De todos modos, a partir de la cristalización de los dominios NB-ARC de 

APAF-1 y CED-4 y de la descripción detallada de los motivos presentes en el mismo, se 

están definiendo posibles roles del dominio NB-ARC presente en las proteínas R (Albrecht 

y Takken, 2006). 

Hacia el extremo C-terminal del dominio NB-ARC se encuentra un dominio LRR (leucine-

reach repeat), el cual a veces se presenta seguido de una extensión de largo variable. El 

dominio LRR está constituido de un número variable de secuencias repetitivas ricas en 

leucinas y otros residuos hidrofóbicos posicionados de manera regular. Los dominios LRR 

de algunas proteínas están implicados en funciones de interacción entre proteínas, 

interacción proteínas-carbohidratos y en unión de péptidos-ligandos (Jones y Jones, 1996; 

Kajava, 1998), por esta razón se supone que los productos de los genes R estarían 

involucrados en la interacción directa con el desencadenante de la respuesta o elicitor 

(Avr) (Bendahmane y col. 2000; Ellis y Peter, 2000). 
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A partir de la disponibilidad de la estructura cristalizada de dominios LRR de proteínas 

evolutivamente relacionadas con las proteínas R, se están pudiendo explicar ciertas 

características del dominio LRR y su rol en la función de las proteínas R (McHale y col., 

2006; Takken y col., 2006). 

Dentro de los productos de los genes R con dominio NBS-LRR, se pueden distinguir dos 

subclases, en función de la naturaleza del extremo N-terminal: los que presentan un 

dominio TIR y los que no presentan dicho dominio (no-TIR). La subclase TIR-NBS-LRR 

(o TNL) presenta un dominio denominado TIR (Toll/interleukin-1 Resistance) que tiene 

una gran identidad con dominios citoplasmáticos de la proteína Toll de Drosophila y del 

receptor de Interleukina-1 (IL-1) de mamíferos (con una similitud en la secuencia de 

aminoácidos del 42 y 41% respectivamente) involucrados en señalización intracelular 

(Hammond-Kosack y Jones, 1997). Esto indica que el dominio TIR estaría implicado en 

vías de transducción de señales, por la similitud que presenta con los dominios 

citoplasmáticos de Toll e IL-l, además también podría estar implicado en el reconocimiento 

específico del patógeno. 

Dado que algunos de las proteínas que no poseen el dominio TIR (no-TIR) en su extremo 

N-terminal presentan una estructura llamada CC (coiled coil) se definió la subclase CC-

NBS-LRR (o CNL) para toda la subclase no-TIR. El dominio CC es una secuencia repetida 

de 7 residuos con aminoácidos hidrofóbicos intercalados. La estructura de este dominio 

consiste en dos o más hélices alfa que interaccionan para formar una estructura helicoidal y 

que podrían estar implicadas en interacciones proteína-proteína, incluso en la formación de 

dímeros o trímeros, aunque también podrían estar involucradas en la transducción de 

señales (Martin y col., 2003). Las proteínas CNL a su vez se subdividen en dos grupos de 

acuerdo con la presencia de un extremo N-terminal corto o uno extenso. 

El análisis filogenético del dominio NB-ARC de las proteínas NBS-LRR revela un 

agrupamiento por separado de las proteínas CNL y TNL. Esto sugiere la coevolución de 

los dominios N-terminal y NB-ARC y es indicativo de una segregación ancestral de estas 

dos clases, apoyando la subdivisión de las proteínas NBS-LRR en las dos subclases CNL y 

TNL (McHale y col., 2006). Todas las proteínas NBS-LRR se cree que actuarían 

intracelularmente, monitoreando el estado de las proteínas que son blanco de los efectores 

virulentos de los patógenos. 

Un número limitado de las proteínas R actúan extracelularmente, y contienen un dominio 

LRR extracelular (eLRR: extracellular LRR) en el extremo N-terminal. Este eLRR está 

conectado mediante un dominio transmembrana a una región C-terminal citoplasmática 
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variable. Cuando el dominio citoplasmático contiene un dominio proteína-kinasa, la 

proteína R se clasifica en la clase RLK, correspondiente a Kinasas Similares a Receptores 

(Receptor-Like Kinases). Si no presentan este dominio, se clasifica en la clase RLP 

correspondiente a las Proteínas Similares a Receptores (Receptor-Like Proteins).  

De esta forma, las cuatro clases en las que se clasifican las proteínas R son: TNL, CNL 

(ambas pertenecientes al grupo NBS-LRR), RLP y RLK (ambas pertenecientes al grupo 

eLRR).  

La mayoría de las proteínas R de solanáceas pertenecen a la clase CNL, sólo se encuentran 

tres proteínas dentro de la clase TNL y 6 proteínas R corresponden a la clase RLP. Hasta el 

momento, ninguna proteína R perteneciente a la clase RLK se ha identificado en la familia 

Solanaceae (van Ooijen, 2007). Uno de los productos de los genes R clonados de 

solanáceas, no se clasifica en ninguna de las 4 clases (la proteína Asc1 que confiere 

resistencia a Alternaria alternata en S. lycopersicum) debido a que no sería un proteína R 

típica (no involucra una interacción gen-a-gen) ya que la resistencia está dada por una 

sensibilidad reducida de las plantas que poseen esta proteína a una toxina del hongo 

(Brondwagt y col., 2000). 

Entre los genes de resistencia a virus clonados hasta el presente en solanáceas (van Ooijen, 

2007) se encuentran: el gen N de resistencia al TMV (Tobacco Mosaic Virus, Virus del 

mosaico del tabaco) de N. tabacum, perteneciendo la proteína N a la clase TNL (Whitham 

y col., 1994); luego, formando parte de la clase CNL encontramos los productos de los 

genes Rx1 y Rx2 de resistencia a PVX de S. tuberosum y S. acaule, respectivamente 

(Bendahmane y col., 1999; Bendahmane y col., 2000), el producto del gen Sw-5c de 

resistencia al TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus, Virus de la mancha negra del tomate) de 

S. lycopersicum (Brommonschenkel y col., 2000) y los productos de los genes Tm-2 y Tm-

2-2 de resistencia al ToMV (Tomato Mosaic Virus, Virus del mosaico del tomate) de S. 

lycopersicum (Lanfermeijer y col., 2003 y 2005). 

 

3.3.2. Factores de avirulencia de genes R  

 

La definición bioquímica del sistema gen a gen implica la existencia de una molécula 

desencadenante (elicitor) producida por el gen Avr del patógeno y su correspondiente 

receptor producido por el gen R de la planta hospedadora. Se han clonado un elevado 

número de genes Avr de diferentes patógenos (principalmente de bacterias), 

identificándose una gran variedad en cuanto a secuencias; sugieriendo que los factores de 
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avirulencia podrían haber evolucionado a partir de factores de virulencia que luego se 

convirtieron en proteínas reconocidas por los productos de los genes R de la planta (Bonas 

y Lahaye, 2002; Jones y Dangl, 2006).  

En la familia Solanaceae, con respecto a los 27 genes R clonados, sólo 13 de ellos tienen 

su correspondiente gen Avr clonado (Ooijen y col., 2007). Hasta el momento, en el caso de 

los virus, se han identificado los determinantes Avr para 5 de los genes R clonados en esta 

familia. Así, la helicasa del TMV está implicada en la resistencia específica del gen N en 

tabaco (Whitham y col., 1994); en el caso de los genes Rx1 y Rx2 de papa, se identificó a la 

proteína de la cápside (CP) del PVX (Bendahmane y col., 1995 y 2000); para los genes 

Tm-2 y Tm-2-2 se identificó a la proteína de movimiento (MP: Movement Protein) del 

ToMV (Calder y Palukaitis, 1992). 

Se conocen varios casos en los que sustituciones de algún aminoácido del producto del gen 

Avr provocan la pérdida de especificidad y confieren al virus la habilidad de superar la 

resistencia (Harrison, 2002). Para el caso de PVX, la adquisición de diferentes 

determinantes de virulencia/avirulencia se postula que ocurrió por evolución convergente y 

no por recombinación entre cepas (Malcuit y col., 2000). El determinante de avirulencia 

para el gen Nx es también la CP (Kavanagh y col., 1992) mientras que para el gen Nb, es la 

proteína de movimiento de 25 kDa (Malcuit y col., 1999). 

En el PVX MS, no están presentes los determinantes de virulencia de la proteína de 

cápside descriptos para otras cepas de este virus, existiendo otros determinantes posibles y 

exclusivos de esta cepa (en comparación con las cepas cp, HB, S y X3) (Tozzini, 1997). 

 

3.3.3. Respuesta mediada por la interacción R-Avr: Rx de papa y CP de PVX como 

sistema modelo 

 

La CP es el elicitor de la resistencia mediada por Rx en papa. El clonado de los genes Rx1 

y Rx2 (Bendahmane y col., 1999 y 2000) permitió comenzar a estudiar en detalle los 

mecanismos implicados en la interacción entre las proteínas involucradas en la respuesta 

de resistencia. Así, los estudios sobre la CP de PVX y el Rx tienen un rol central para 

definir cómo el elicitor desencadena las señales que conducirán a la resistencia contra la 

enfermedad. Como se mencionó, Rx es una proteína CC-NBS-LRR que previene la 

acumulación del virus en las hojas inoculadas y en protoplastos. Mutaciones en el dominio 

LRR de la proteína Rx permitieron conferir resistencia contra distintas cepas de PVX 

(Farnham y Baulcombe, 2006). 
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Rx normalmente confiere resistencia extrema, pero cuando la CP de PVX se expresa a 

partir de un promotor fuerte como es el 35S del CaMV (Cauliflower Mosaic Virus, Virus 

del mosaico del coliflor) se observa una respuesta de resistencia de tipo hipersensible (HR) 

(Bendahmane y col., 1999 y 2000). Como el PVX es el blanco de la resistencia mediada 

por Rx, parece que Rx actúa rápidamente para bloquear la multiplicación del virus y la 

expresión de más CP, con lo cual, la sobreproducción de CP a partir del promotor 35S de 

CaMV se observa que conduce a HR (Bendahmane y col., 1999 y 2000). Mutaciones en la 

CP de PVX en una lisina en la posición 121 y en una arginina en la posición 127 perturban 

la resistencia mediada por Rx y reducen la infección viral en plantas que carecen del gen 

Rx (Bendahmane y col., 1995). 

El análisis por separado de la contribución de los dominios CC, NBS y LRR de la proteína 

Rx en la unión a la CP y los eventos de señalización posteriores que conducen a la 

respuesta de resistencia, suministró nueva información para establecer cómo funciona la 

interacción R-Avr (Bendhamane y col., 2002). Brevemente, la proteína Rx tiene un estado 

relajado en su conformación que es alterado por la interacción con la CP de PVX (Moffet y 

col., 2002; Rairdan y Moffet, 2006; Rathjen y Moffet, 2003). La CP causa que la proteína 

Rx cambie su plegamiento, exponiendo los dominios NBS-LRR. Este cambio 

conformacional en la proteína activaría una cascada de transducción de señales 

intracelulares que conducirían a la respuesta de resistencia (Moffet y col., 2002; Rathjen y 

Moffet, 2003). Más detalles del modelo PVX-Rx y de otras interacciones en solanáceas y/u 

otras especies se describen en la literatura (Rathjen y Moffet, 2003; Ooijen y col., 2007). 

 

3.3.4. Distribución y origen de los genes R  

 

Además de los genes que fueron aislados y confirmada su función como genes R, 

numerosos homólogos a genes R se han identificado en los estudios de secuenciación y 

anotación de los genomas de Arabidopsis y arroz (TAGI 2000, Goff y col., 2002; Meyers y 

col., 2002). 

La mayoría de los genes R clonados codifican para proteínas de tipo NBS-LRR y los 

estudios evolutivos se han enfocado principalmente al estudio de esta clase de genes. Así, 

en Arabidopsis, la clase TNL de proteínas de tipo NBS-LRR es la mayoritaria, mientras 

que esta clase está ausente en monocotiledóneas (Meyers y col., 1999, 2003 y 2005; Pan y 

col., 2000). Esta diferencia podría reflejar diferencias en la coevolución de la dupla 

hospedante/patógeno en mono y dicotiledóneas. 
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En solanáceas, la mayoría de las proteínas NBS-LRR pertenecen a la clase CNL, mientras 

que sólo tres TNLs han sido identificados: el gen Bs4 de tomate, el gen Gro1-4 de papa y 

el gen N de tabaco que confieren resistencia contra Xhanthomonas campestris, Globodera 

rostochiensis y el virus TMV, respectivamente (Oijen y col., 2007). 

El agrupamiento de los genes R en loci complejos (clusters) es bien conocido, y los 

estudios moleculares demuestran que este agrupamiento resulta comúnmente de 

duplicaciones en tándem de secuencias parálogas (Meyers y col., 2003 y 2005; 

Michelmore y Meyers, 1998; Richly y col., 2002; Zhu y col., 2002). Este agrupamiento en 

clusters es un fenómeno, observado en varios loci de genes R (Hulbert y col., 2001). La 

mayoría de los genes NBS-LRR codificados en los genomas de Arabidopsis y arroz se 

encuentran en numerosos clusters, y la expansión dentro de estos clusters se predice que es 

consecuencia de duplicaciones en tandem producto del entrecruzamiento desigual (Meyers 

y col., 2003; Zhou y col., 2004; Richly y col., 2002; Baumgarten y col., 2003). Los clusters 

de genes R estrechamente relacionados y co-localizados intercambian frecuentemente 

secuencias, pero no hay evidencia de intercambio de secuencias entre genes relacionados 

que están localizados en clusters separados (Meyers y col., 2003 y 2005; Baumgarten y 

col., 2003). El análisis del genoma de Arabidopsis indica que numerosas duplicaciones 

genómicas de pequeña escala de genes NBS-LRR de estos clusters se copiaron o 

translocaron hacia lugares distantes y probablemente al azar del genoma (duplicaciones 

ectópicas) (Meyers y col., 2003 y 2005; Baumgarten y col., 2003; Leister, 2004).  

Las duplicaciones genómicas de segmentos causaron probablemente un aumento sustancial 

en el número de secuencias NBS-LRR en Arabidopsis (Meyers y col., 2003 y 2005; 

Baumgarten y col., 2003; Nobuta y col., 2005). Luego de sucesivos eventos de este tipo de 

duplicaciones, varios NBS-LRR duplicados podrían haberse perdido, posiblemente debido 

a la selección (Leister, 2005; Nobuta y col., 2005). En ciertos loci, las duplicaciones en 

tandem expandieron las familias génicas y las secuencias duplicadas divirgieron mediante 

la acumulación de mutaciones, aumentando la complejidad de las secuencias de los genes 

R (Leister, 2004; Nobuta y col., 2005). Aunque los NBS-LRRs muestran tasas de 

duplicación y mutación similares a las de otras familias de genes (Meyers y col., 2003 y 

2005), la selección natural podría haber influenciado diferencialmente en la composición 

de esta familia de genes contribuyendo a la diversidad de los genes R.  

En solanáceas, los genes R se encuentran en clusters y se observa conservación en la 

posición y función de genes R entre distintos géneros de la familia (Grube y col., 2000; Pan 

y col., 2000). Se identificaron 12 clusters de genes R comunes entre los géneros de papa, 
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tomate y pimiento (Grube y col., 2000), encontrándose casos en los cuales los genes R 

específicos para el mismo patógeno se localizan en regiones genómicas similares en 

diferentes géneros de hospedadores (Ejemplo: genes R contra Phytophthora en Solanum y 

Capsicum). Contrariamente, genes R que confieren resistencia contra otros patógenos 

como Globodera, TMV, TSWV y PVY que fueron mapeados en dos o más géneros de 

solanáceas, no se localizaron en regiones correspondientes entre sí. Esto lleva a plantear 

dos hipótesis: que los alelos de loci ortólogos en diferentes géneros de plantas no son 

funcionales o no confieren típicamente resistencia contra el mismo patógeno o patógenos 

cercanamente relacionados; o, como alternativa, que los genes ortólogos normalmente 

confieren resistencia a patógenos relacionados (Grube y col., 2000).  

Genes que confieren resistencia contra el mismo grupo de patógenos (virus, nematodos, 

hongos bacterias) se encontraron en posiciones correspondientes del genoma en 6 de los 12 

clusters comunes entre papa, tomate y pimiento (Grube y col., 2000).  

Teniendo en cuenta que cambios mínimos en la secuencia de los genes R pueden alterar la 

especificidad taxonómica, resultando en el reconocimiento de diferentes cepas o patotipos 

de patógenos; esto podría explicar la presencia de genes R contra diferentes patógenos 

localizados en regiones correspondientes del genoma de los diferentes géneros de esta 

familia (Grube y col., 2000).  

Se ha observado el agrupamiento filogenético de homólogos a genes R en tomate y otros 

miembros de la familia Solanaceae pero no con homólogos a genes R de Arabidopsis, 

indicando una marcada y rápida evolución de homólogos a genes R durante la 

diversificación de las diferentes familias de plantas (Pan y col., 2000). 

Considerando los mapas genéticos comparativos de tomate y papa se observan posiciones 

sinténicas conservadas de homólogos de genes R (Pan y col., 2000). 

En papa se observan varias regiones genómicas donde se localizan la mayoría de los genes 

y QTLs de resistencia mapeados hasta el momento (resistance hotspots, puntos calientes 

donde se ubican genes R) (Gebhardt y Valkonen, 2001). Así, se encuentran regiones que 

contienen múltiples genes de resistencia y QTLs contra diferentes patógenos específicos de 

papa en los cromosomas III, IV, V, VII, IX, XI y XII. Por estudios comparativos con otras 

especies de solanáceas (tomate, tabaco y pimiento) se detectan regiones que revelan 

sintenia entre loci de resistencia entre estas especies (Gebhardt y Valkonen, 2001). 

Recientemente, varios genes de resistencia a diferentes patógenos se mapearon en el 

cromosoma IX, confirmando que esta es una región genómica de localización de genes R 
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en Solanaceae (Simko y col., 2004a y 2004b; Smilde y col. 2005; Marczewski y col., 

2006; Sato y col., 2006; Sliwka y col., 2006; Szajo y col., 2008). 

 

3.4. Herramientas para realizar estudios genómicos en plantas en general y en 

Solanaceae en particular 

 

3.4.1. Los marcadores moleculares 

 

Los marcadores moleculares detectan variación en la secuencia de ADN entre genotipos. 

La base molecular de todos los marcadores de ADN son las mutaciones de punto 

(polimorfismos de un nucleótido o SNP: Single Nucleotide Polymorphism), inserciones, 

deleciones o inversiones de fragmentos de ADN que diferencian los genomas individuales 

de todos los miembros de una especie. Estos polimorfismos del ADN sobrevivieron a la 

selección durante la evolución de las especies porque no tuvieron un efecto negativo sobre 

la supervivencia y reproducción. La herencia mendeliana, la neutralidad fenotípica y la 

disponibilidad ilimitada hacen de los marcadores de ADN importantes herramientas para el 

análisis genómico. 

En papa estos marcadores fueron y son usados para la construcción de mapas de ligamiento 

(Bonierbale y col., 1988 y 1994; Gebhardt y col., 1991), mapeo de genes (Gebhard y col., 

1993; Bryan y col., 2002), análisis de caracterización genómica (fingerprinting) (Görg y 

col., 1992; Melbourne y col., 1997; McGregor y col., 2000; Norero y col., 2004), estudios 

filogenéticos (Debener y col., Raker y Spooner, 2002) y caracterización de entradas de 

bancos de germoplasma (Marcucci Poltri, 1998; Gebhardt y col., 2004; Ghislain y col., 

2004). 

Desde 1980, cuando se emplearon por primera vez marcadores RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism) para construir el primer mapa molecular del genoma 

humano (Botstein y col., 1980), se fueron desarrollando varios tipos de marcadores 

basados en ADN (Andersen y Lübberstedt, 2003; Gupta y Rustgi, 2004; Schlötterer, 2004; 

Hopp y Martínez, 2005). 

En la actualidad, se tiende a clasificar a los marcadores moleculares en tres grandes 

categorías o clases: a) marcadores de ADN al azar (RDM: random DNA markers) los 

cuales son fenotípicamente neutros y derivados de cualquier región del genoma (de 

regiones transcriptas y no transcriptas); b) marcadores derivados de regiones transcriptas 

del genoma tanto de clones de cDNA, secuencias expresadas (ESTs) o genes específicos 
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(GTMs: gene targeted markers) y c) marcadores funcionales (FMs: functional markers) los 

cuales están causalmente relacionados con la variación fenotípica observada relevante para 

el mejoramiento (Andersen y Lübberstedt, 2003; Gupta y Rustgi, 2004). 

A continuación se describen sólo aquellos marcadores de ADN que se emplean o a los que 

se hace referencia en este trabajo. Éstos corresponden a la primera clase (RFLP, RAPD, 

AFLP, CAPS, SCAR, SSR) y segunda clase (RGAs, ESTs) de marcadores anteriormente 

definidas. 

 

3.4.1.1. Polimorfismos en la longitud de fragmentos de restricción (RFLP)  

 

Los RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) son los marcadores moleculares 

más conocidos y documentados. Los fragmentos de restricción de ADN genómico 

(obtenidos por cortes con enzimas de restricción y que varían en largo entre dos genotipos 

por diferencias en las secuencias nucleotídicas) son detectados por hibridación con sondas 

clonadas (genómicas o de ADNc, de aproximadamente 800 pb de largo) de secuencias 

homólogas usando la técnica de Southern blotting (Southern, 1975). También, pueden 

usarse sondas heterólogas de especies relacionadas (Zoobloting). Los polimorfismos entre 

las distintas muestras son resultado de mutaciones en la secuencia de los sitios de 

restricción (evitando así el corte de la enzima) o en la secuencia del ADN del fragmento 

(produciendo la creación de nuevos sitios de restricción), o la inserción o deleción de bases 

(alterando el largo del fragmento entre los sitios) (Burr y col., 1983; Evola y col., 1986; 

Helentjaris y col., 1985) (Figura 2). 

Los RFLP son altamente reproducibles dentro y entre laboratorios. Son marcadores 

codominantes siendo visibles las diferentes variantes alélicas de las bandas en el 

heterocigota, permitiendo la distinción de las tres clases genotípicas y aportando 

información genética completa de un locus simple. 

La cantidad de ADN requerida para el análisis por RFLP es relativamente grande (5-10 

μg); pero un único Southern blot puede ser usado varias veces con distintas sondas, 

haciendo que esta técnica sea más eficiente. Se pueden hibridar simultáneamente con una 

sonda múltiples Southern blots, correspondientes a cientos de individuos, generándose así 

mapas saturados de marcadores. Es posible localizar fácilmente nuevos marcadores 

genéticos o genes dentro del contexto de un mapa de RFLP ya existente. 

Sin embargo, es una técnica laboriosa que, en general, requiere el empleo de radiactivo, 

demanda tiempo y no es fácil de automatizar. 
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Figura 2. Perfiles RFLP observados de acuerdo a la presencia de diferentes 
mutaciones en el locus analizado (Hopp y Martínez, 2005). 
 

Estos marcadores fueron usados para la construcción de los primeros mapas de ligamiento 

de papa (Bonierbale y col., 1988; Gebhardt y col., 1989). 

Los marcadores RFLP, en particular, permitieron por primera vez el mapeo comparativo de 

genomas de especies sexualmente incompatibles (Bonierbale y col., 1988). Esto fue 

posible gracias a que el ADN de especies relacionadas puede compartir una elevada 

similitud a nivel de secuencia y el ensayo de RFLP está basado en la hibridación entre una 

sonda marcada de un marcador y la secuencia blanco unida a una membrana. Así, 

dependiendo de las condiciones experimentales empleadas, se detecta la hibridación 

cruzada entre secuencias de ADN que no son idénticas pero sí similares, y los marcadores 

de RFLP originados en una especie pueden ser usados para la construcción de mapas de 

ligamiento en especies relacionadas (Tanksley y col., 1992). El ligamiento conservado 

entre loci identificados por los mismos marcadores en diferentes especies indican no sólo 

la similitud entre las secuencias de ADN sino también similitud a nivel de la estructura del 

genoma (sintenia).  

 

3.4.1.2. ADN polimórfico amplificado al azar (RAPD)  

 

La técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) es la versión comúnmente 

más usada de un grupo de técnicas desarrolladas simultáneamente, llamadas 

colectivamente MAAP (Multiple Arbitrary Amplicon Profiling) (Caetano-Annollés, 1994), 

las cuales involucran el uso de un iniciador de secuencia “arbitraria” en una reacción de 



Introducción 

 31

PCR, resultando en la amplificación de productos discretos de ADN. Cada producto deriva 

de una región del genoma que contiene dos segmentos cortos de secuencia complementaria 

a la del iniciador, ubicados en cadenas opuestas y suficientemente cerca (0,5 a 3 kb) para 

permitir la amplificación. Usando iniciadores cortos y bajas temperaturas de hibridación 

(annealing) se asegura que varios sitios distribuidos al azar en el genoma generen 

productos de amplificación (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3. Generación de fragmentos mediante la amplificación por RAPD 
(Hopp y Martínez, 2005). Las flechas en bloque anaranjadas indican el 
iniciador de RAPD que hibrida al azar en distintos sitios del cromosoma 
permitiendo la amplificación de fragmentos (indicados en color naranja). A 
la derecha se representa el esquema resultante de una electroforesis en gel 
de los productos obtenidos (1-5) para el ejemplo. 

 

En la técnica de RAPD los productos de amplificación se separan en geles de agarosa en 

presencia de bromuro de etidio y se visualizan mediante luz UV (Williams y col., 1990). 

Las técnicas de AP-PCR (Arbitrary Primed PCR) (Welsh y McClelland, 1990) y DAF 

(DNA Amplification Fingerprinting) (Caetano-Annollés y col., 1991; Caetano-Annollés, 

1993) difieren de los RAPD principalmente en el largo del iniciador, en la exigencia de las 

condiciones de reacción y en el método de separación y detección de los fragmentos. En 

todos los casos, los polimorfismos se detectan como presencia o ausencia de bandas y son 

resultado principalmente de diferencias de secuencias en uno o ambos sitios de pegado del 

iniciador. Estas técnicas son muy atractivas ya que no requieren de sondas ni de secuencias 

conocidas para diseñar los iniciadores. Se destacan por su simplicidad y fácil 

implementación en un laboratorio, ya que demandan poco equipamiento. 



Introducción 

 32

El análisis por RAPD requiere poca cantidad de ADN (15-25 ng), es un ensayo no 

radiactivo, se realiza en pocas horas, pudiéndose analizar varias muestras. Sin embargo, es 

absolutamente crítico mantener estrictas condiciones de reacción para poder reproducir 

perfiles de amplificación consistentes (Caetano-Annollés, 1994) 

En la práctica, las principales limitantes de estos marcadores son la baja reproducibilidad 

de la técnica y que son marcadores dominantes (los heterocigotas no se pueden distinguir 

de los homocigotas). Además, presentan la desventaja de la comigración bandas las cuales 

tienen similar tamaño, pero pueden no corresponder al mismo locus y/o alelo; dificultando 

el análisis en ciertos estudios poblacionales debido a los supuestos que se deben asumir. 

 

3.4.1.3. Polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP)  

 

La técnica para obtener los AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms) está 

basada en amplificación por PCR y es una alternativa para generar un gran número de 

bandas en un corto tiempo (Zabeau y Vos 1993; Vos y col., 1995). Combina la digestión 

con enzimas de restricción y la amplificación por PCR (Figura 4). El primer paso 

involucra la digestión del ADN con dos enzimas específicas, una de corte raro o 

infrecuente (comúnmente, EcoRI, HindIII o PstI) y otra de corte frecuente (comúnmente, 

MseI). Luego, se ligan adaptadores a los extremos de los fragmentos, aportando secuencias 

conocidas para la amplificación por PCR. Se emplean iniciadores que poseen la secuencia 

conocida del adaptador más 1, 2 o 3 bases adicionales (cada una correspondiente a una de 

las cuatro posibles: A, G, C o T). Así, la amplificación sólo puede darse en aquellos 

fragmentos donde los iniciadores son capaces de pegarse, ya que contienen la secuencia del 

adaptador más las bases complementarias a los nucleótidos adicionales agregados. De esta 

manera, las bases adicionales son nucleótidos selectivos. Si se usa un nucleótido selectivo, 

se amplificarán más fragmentos que si se usan dos, y se amplificarán aún menos 

fragmentos usando tres nucleótidos selectivos. Por razones de índole técnica, la adición de 

más de tres nucleótidos selectivos, resulta en amplificaciones no específicas. Comúnmente, 

se llevan a cabo dos reacciones separadas de PCR. En la primera reacción, se usan 

iniciadores con un nucleótido selectivo, mientras que en la segunda reacción, y usando 

como templado la primera, se emplean iniciadores con el mismo nucleótido selectivo 

anterior más uno o dos adicionales (Figura 4). En la práctica, esto resulta en la 

amplificación de entre 50-100 fragmentos, los cuales se separan mediante electroforesis en 

gel de poliacrilamida. 



Introducción 

 33

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4. Etapas involucradas en la generación de fragmentos de AFLP (Hopp y 
Martínez, 2005). 
 

Los productos amplificados se visualizan mediante autorradiografía cuando se emplean 

iniciadores marcados radiactivamente, o métodos no radiactivos que involucran iniciadores 

marcados con compuestos fluorescentes y empleo de equipos de detección específicos 

(secuenciadotes automáticos u otros sistemas), o tinción con plata y observación directa 

empleando un transiluminador de luz blanca. 

Los AFLP son una importante herramienta para detectar varios polimorfismos en un único 

ensayo siendo tan reproducibles como los RFLPs. Una ventaja adicional, es que es posible 

automatizar la detección de estos marcadores. Requieren más ADN (0,3 a 1,0 μg) y son 
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técnicamente menos simples que los RAPDs. Como estos últimos, son marcadores 

dominantes y presentan comigración de bandas que no necesariamente corresponden al 

mismo locus. 

En los últimos años, debido a la reducción en los costos para el empleo de secuenciadores 

automáticos y otros avances técnicos para el análisis de datos, esta metodología ha recibido 

un nuevo impulso para su aplicación en distintos estudios genómicos (Meudt y Clarke, 

2007; Bonin y col., 2007). 

 

3.4.1.4. Métodos basados en PCR sitio específica: marcadores CAPS y SCAR 

 

Estos marcadores se basan en amplificar regiones específicas del genoma, con lo cual se 

deben utilizar iniciadores de secuencia conocida. En general, estos marcadores derivan de 

marcadores de interés previos de tipo RFLP, AFLP y/o RAPD, generando un método más 

simple y sencillo para la detección de los mismos.  

El método más simple para comparar fragmentos específicos amplificados es PCR-RFLP o 

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence, Secuencia Polimórfica Amplificada y 

Clivada). En este caso, el producto específico amplificado se digiere con una enzima de 

restricción y los fragmentos obtenidos se visualizan en gel de agarosa mediante tinción con 

bromuro de etidio (Akopyanz y col., 1992; Tragoonrung y col., 1992; Konieczny y 

Ausubel., 1993; Ghareyazie y col., 1995). Este tipo de análisis permite detectar 

polimorfismos en la región específica amplificada y es más informativo cuando los sitios 

de restricción están mapeados en el locus. Estos marcadores pueden derivar de marcadores 

tipo RFLP que luego fueron clonados y secuenciados para definir las condiciones del 

marcador CAPS (Livneh y col., 1992). 

Los SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions, Regiones Amplificadas de 

Secuencia Caracterizada) derivan en general, de marcadores RAPD individuales (como 

ejemplo ver Paran y Michelmore, 1993) pero también pueden derivar de marcadores de 

tipo AFLP (Cho y col., 1999; McLenachan y col., 2000; Brugmans y col., 2003; Nicod y 

Largiadèr, 2003; Shirasawa y col., 2004; Bussell y col., 2005). Las bandas de RAPD (o 

AFLP) de interés son clonadas, se determinan las secuencias nucleotídicas terminales y 

éstas son usadas para diseñar iniciadores para la amplificación específica del fragmento 

deseado (Figura 5).  
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Figura 5. Pasos necesarios para la generación de un marcador SCAR 
a partir de un fragmento obtenido por RAPD (Hopp y Martínez, 
2005). A la izquierda se esquematiza el gel del cual se aísla el 
fragmento de interés (por ejemplo, de un perfil de RAPD). A la 
derecha se representa el esquema resultante de la electroforesis en gel 
del SCAR obtenido sobre los mismos genotipos (calles 1 y 2). 
 

Esta metodología aplicada a fragmentos de RAPD es muy ventajosa ya que permite 

realizar la amplificación por PCR en condiciones más rigurosas y reproducibles (Paran y 

Michelmore, 1993). En el caso de AFLPs, facilita notablemente el análisis de marcadores 

de interés (Weaver y col., 1994; Cho y col., 1996; Rouppe van der Voort y col., 1997a y 

1997b; Brugmans y col., 2003). 

Las ventajas de los métodos basados en PCR sitio-específica son la rapidez y simplicidad 

en la obtención de los datos y la información generada, como así también la 

reproducibilidad y la posibilidad de transferencia a otros laboratorios. Según las 

características de su diseño, pueden llegar a ser codominantes (Konieczny y Ausubel, 

1993). Son ampliamente utilizados en los programas de mejoramiento asistido por 

marcadores (MAS) y en mapeo físico de genomas. La desventaja más importante es que la 

cobertura del genoma está muy restringida, limitada a una única secuencia. 

 

3.4.1.5. Microsatélites o Repeticiones de Secuencias Simples (SSR)  

 

Los microsatélites, conocidos también como SSR (Single Sequence Repeats) o STMS 

(Sequence-tagged Microsatelites), son loci altamente polimórficos presentes en varios 

sitios del genoma. Se basan en la existencia de regiones hipervariables distribuidas en el 
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genoma de los organismos superiores, las cuales están compuestas de secuencias de ADN 

repetidas en tándem, de 2-8 pb de largo (dinucleótidos, trinucleótidos, tetranucleótidos, 

etc). 

Ya que las secuencias flanqueantes a cada SSR serían únicas, si se clona y secuencia un 

SSR, se pueden diseñar iniciadores adyacentes a esas regiones, definiendo al locus 

microsatélite (Beckman y Soller, 1990; Morgante y Olivieri, 1993). Así, las diferencias en 

el número de repeticiones en el locus analizado revelarán diferencias genéticas entre los 

individuos (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 6. Origen del polimorfismo para los marcadores microsatélites (Hopp 
y Martínez, 2005). Con flechas rojas se indican los sitios de unión de los 
iniciadores sobre el locus del microsatélite. Con bloques violetas se indican 
las unidades repetidas del microsatélite. A la derecha se representa el 
esquema resultante de una electroforesis en gel de los alelos obtenidos (calles 
1-4) para el locus microsatélite del ejemplo. 
 

Estos marcadores tienen muchas ventajas. Son, generalmente, loci simples, y debido a la 

alta tasa de mutación, son frecuentemente multialélicos (Saghai-Maroof y col., 1994) 

(Figura 6). Son marcadores codominantes y se detectan mediante PCR. 

Las diferencias entre los alelos se deben al deslizamiento de la ADN polimerasa que 

agrega y sustrae unidades repetidas y provoca mutaciones puntuales (Kruglyak y col., 

1998).  

Comúnmente se resuelven mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (mediante el 

empleo de radiactivo o tinción con plata), donde se pueden distinguir cambios de una 

repetición y detectarse todos los posibles alelos. Una alternativa es analizarlos mediante el 

empleo de un secuenciador automático para la detección de los fragmentos marcados 

fluorescentemente. El ensayo es relativamente rápido y puede ser automatizado. 
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Los marcadores SSR son herramientas muy robustas, transferibles entre laboratorios y 

proveen mucha información (Morgante y Olivieri, 1993; Powell y col., 1996). 

La mayor desventaja de los SSRs son los altos costos de desarrollo, asociados a la 

identificación de las secuencias de ADN flanqueantes y la generación y análisis de 

iniciadores confiables. Otra desventaja es que los SSR son específicos para cada especie 

por los que está muy limitada su transferencia a nivel de género (Peakall y col. 1998; 

Westman y Kresovich, 1998). 

Una alternativa que permite superar esta última limitación, son los marcadores ISSR 

(Inter-Simple Sequence Repeats) que derivan conceptualmente de los marcadores 

microsatélites. Los ISSRs se generan mediante amplificación por PCR empleando 

iniciadores que contienen en su secuencia repeticiones de di o trinucleótidos junto con 2 o 

3 bases nucleotídicas determinadas en el extremo 3´. Esto permite la amplificación de loci 

que se encuentran entre las regiones repetidas (Ratnaparkhe y col., 1998). Al tener en el 

iniciador esas bases extras, a este tipo de marcador se lo conoce también como 

microsatélite anclado (AMP-PCR, Anchored microsatellite-primed PCR). 

Los iniciadores de ISSR pueden ser empleados en diferentes especies ya que no están 

diseñados sobre una secuencia particular, amplificando regiones al azar entre loci 

microsatélites.  

En papa, los microsatélites se desarrollaron a partir de secuencias de ADN de S. 

tuberosum. La primera generación de SSRs se obtuvo a partir de la identificación de 

motivos repetidos específicos en secuencias de genes (Veilleux y col., 1995; Kawchuk y 

col., 1996; Provan y col., 1996; Schneider y Douches, 1997). La segunda generación de 

SSRs proviene de genotecas enriquecidas de motivos repetidos (Melbourne y col., 1998). 

Recientemente, surge la tercera generación a partir del análisis de la presencia de motivos 

repetidos en secuencias expresadas (ESTs) lo que permitió el desarrollo de nuevos SSR en 

esta especie (Ghislain y col., 2004; Feingold y col., 2005). 

 

3.4.1.6. Análogos a genes de resistencia (RGA) 

 

Como se describió anteriormente, la identificación de numerosos genes R funcionales a 

partir de especies modelo y cultivadas reveló que la mayoría de estos genes codifican para 

proteínas citoplasmáticas con dominios de unión a nucleótidos (NBS) y de repeticiones 

ricas en leucinas (LRR), los cuales pertenecen a loci complejos de arreglos de genes 

relacionados (Martin y col., 2003). Basado en la secuencia de los genomas de Arabidospsis 
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y arroz, se estima que la mayoría de los genomas de plantas contienen cientos de genes 

NBS-LRR (TAGI 2000, Goff y col., 2002; Meyers y col., 2002). 

La conservación de varios motivos estructurales dentro del dominio NBS codificado por 

los genes R de plantas permitió el desarrollo de aproximaciones basadas en homología 

dirigidas a la identificación de secuencias estructuralmente relacionas, denominadas 

Análogos a Genes de Resistencia (RGAs: Resistance Gene Analogs) (Kanazin y col., 1996; 

Yu y col., 1996; Leister y col, 1996; Aarts y col., 1998; Shen y col., 1998; Pan y col., 

2000; van der Linden y col., 2004).  

Los RGAs se obtienen mediante amplificación por PCR empleando iniciadores 

degenerados diseñados sobre las secuencias conservadas presentes en los distintos genes R 

ya clonados, permitiendo el aislamiento de secuencias similares en otras especies de 

plantas. Estos marcadores se pueden resolver mediante electroforesis en geles de agarosa o 

poliacrilamida (Chen y col., 1998), pudiendo aislar y secuenciar los fragmentos obtenidos 

para su posterior caracterización.  

Uno de los primeros trabajos de detección de RGA fue realizado en papa (Leister y col., 

1996), mediante el diseño de oligonucleótidos sobre las secuencias de los motivos 

conservados entre los genes R de tabaco (N: gen de resistencia al virus TMV) y de A. 

thaliana (RPS2: gen de resistencia a la bacteria Pseudomonas syringae) realizando 

amplificaciones sobre ADN. 

De esta forma, obtuvieron productos de amplificación que resultaron homólogos a genes de 

resistencia conocidos (RGAs) y que se mostraron ligados, sin recombinación, con el locus 

Gro1 de resistencia al nematode G. rostochiensis y al locus R7 de resistencia a 

Phytophthora infestans de papa. Las posiciones en el mapa de estos fragmentos de genes 

de papa obtenidos por PCR también se correlacionaron con loci de resistencia en los 

genomas relacionados de tomate y tabaco. Los autores indicaron que los genes de 

resistencia de plantas que son efectivos contra nematodes, hongos, bacterias y virus podrían 

ser aislados basándose en las secuencias de los motivos comunes usando la metodología de 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Está ampliamente reportada la cosegregación de RGAs específicos con loci R y/o con loci 

de caracteres cuantitativos (QTL: Quantitative Trait Loci) involucrados en resistencia a 

enfermedades (Hunger y col., 2003; Kuhn y col., 2003), demostrando que los RGAs son 

una herramienta poderosa para el desarrollo de marcadores ligados a loci de resistencia. 

En solanáceas, comparando la posición genética y la secuencia de fragmentos RGAs con 

secuencias y/o posiciones de mapa de genes R conocidos, se pueden localizar nuevos 
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clusters de genes R o marcadores estrechamente ligados con genes de resistencia de interés 

(Leister y col., 1996; Grube y col., 2000; Pan y col. 2000; Gebhardt y Valkonen, 2001). 

Una ventaja de los marcadores RGA deriva de la conservación de regiones específicas 

dentro de los genes de resistencia clonados a partir de taxones muy diversos, lo que facilita 

la identificación de motivos similares y, consecuentemente, de nuevos RGAs en especies 

en las cuales todavía no se han clonado genes de resistencia y para las cuales no se dispone 

de otro tipo de marcadores. 

Los primeros trabajos de caracterización y/o el uso de RGAs también se reportaron en 

arroz (Chen y col., 1998), arveja (Rivkin y col., 1999), lechuga (Shen y col., 1998), A. 

thaliana (Aarts y col., 1998, Speulman y col.,, 1998) y maiz (Collins y col., 1998). A partir 

de estos trabajos, y dado la disminución en los costos de secuenciación, la caracterización 

de secuencias de tipo RGA fue creciendo en los últimos años, aplicando esta estrategia al 

estudio de genes de resistencia en distintas plantas, tanto especies modelo como especies 

cultivadas (Meyers y col., 1999; Wang y col., 2001; Quint y col., 2002; Ramalingam y col., 

2003; Meyers y col., 2003; Monosi y col.. 2004; Trognitz y Trognitz, 2005; Xiao y col., 

2006 y 2007). 

Como una alternativa metodológica, surge el uso de iniciadores degenerados sobre motivos 

específicos del dominio NBS combinado con técnicas basadas en amplificación empleando 

adaptadores como AFLP-RGA (Hayes y Saghai-Maroof., 2000; Zhang y col., 2007) y 

Perfiles NBS (NBS profiling, van der Linden y col., 2004). Estas metodologías permitieron 

generar patrones complejos conteniendo varios fragmentos derivados de RGAs. Estos 

fragmentos pudieron ser directamente mapeados en relación a otros marcadores o a loci R 

(Calenge y col., 2005; Egea-Gilabert y col., 2003; You y col., 2005; Brugmans y col., 

2008). 

Recientemente, esta metodología de RGAs se aplicó sobre ADNc de papa (en lugar de 

ADN) poniendo en evidencia la detección de posibles genes R que se están transcribiendo 

(Brugmans y col., 2008). 

 

3.4.1.7. Marcadores derivados de Secuencias Expresadas (ESTs)  

 

Las secuencias ESTs (Expressed Sequence Tags) son generadas tomando clones al azar de 

una colección de ADNc y realizando una sola reacción de secuenciación y, por lo tanto, 

una sola lectura de la secuencia (la cual no es editada) con una extensión promedio de 300-

500 pb. Las genotecas de ADNc contienen decenas de cientos de clones que representan 
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una variedad de tipos de tejidos específicos y representan una “foto instantánea” de la 

expresión de los genes en ese tejido durante un estadio del desarrollo definido y/o en 

respuesta a un estrés biótico o abiótico determinado. El bajo costo relativo de la 

secuenciación de ESTs y la generación de los mismos de una manera automatizada, hacen 

de la secuenciación de ESTs la ruta más atractiva para el muestreo amplio del 

transcriptoma. Asimismo, es una alternativa factible para disponer de una fuente de 

secuencias sin necesidad de secuenciar completamente un genoma particular (Rudd, 2003).  

El término EST fue empleado por primera vez en relación al descubrimiento de genes en el 

contexto del proyecto de secuenciación del genoma humano en 1991 (Adams y col., 1991). 

A partir de ello, se generaron millones de ESTs pertenecientes a más de 500 especies 

diferentes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html). 

Se dispone de colecciones de ESTs para varias especies de la familia Solanaceae como 

papa, tomate, pimiento, tabaco, N. benthamiana y petunia, entre otras 

(http://www.tigr.org/tdb/tgi/plants.shtml y http://sgn.cornell.edu). 

Además de ser reactivos claves en metodologías basadas en microarreglos de ADNc para 

estudios de expresión masiva de genes e identificación de genes candidatos, los ESTs son 

una fuente se secuencias que es explotada para el desarrollo de marcadores moleculares 

(Gupta y Rustgi, 2004). En papa, por ejemplo, se generaron marcadores microsatélites a 

partir de ESTs (Melbourne y col., 1998; Ghislain y col., 2004; Feingold y col., 2005). 

A partir de ESTs también se pueden generar marcadores tipo AFLP in silico, EST-SNP e 

InDels (Inserciones/Deleciones), ESTPs (EST Polymorphism, Polimorfismos de ESTs) y 

marcadores COS (Conserved Orthologue Set, Conjunto de Ortólogos Conservados) y 

realizar búsquedas bioinformáticas de RGAs en este tipo de secuencias (Gupta y Rustgi, 

2004). La generación de marcadores mediante el análisis de secuencias de ESTs tiene la 

ventaja de permitir reducir costos como por ejemplo, el desarrollo de SSR sin necesidad de 

disponer de una genoteca de secuencias repetidas. 

Las limitaciones de la generación de marcadores a partir de ESTs están dadas 

principalmente por la calidad de las secuencias depositadas en las bases de datos. Como se 

mencionó anteriormente, las secuencias corresponden a una única lectura de secuenciación 

sin editar, provocando que las mismas contengan errores y dificultando el desarrollo de 

marcadores de interés (Gupta y Rustgi, 2004). 
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3.4.2. Los mapas genético-moleculares de referencia en papa y en otras solanáceas 

 

El primer mapa de ligamiento en papa fue construido con marcadores RFLP de tomate, los 

cuales habían sido mapeados en los 12 grupos de ligamiento de tomate. Este estudio 

demostró por primera vez la extensa colinearidad genómica entre estas dos especies 

cercanamente relacionadas (Bonierbale y col., 1988). 

En las últimas dos décadas, se desarrollaron varios mapas para papa basados en 

marcadores RFLP, AFLP, SSR y otros marcadores basados en PCR (Bonierbale y col., 

1988; Tanksley y col., 1992; Jacobs y col., 1995; Van Eck y col, 1995; Milbourne y col., 

1998; Chen y col., 2001; Gebhardt y col., 1989, 1991 y 2001; Feingold y col., 2005; van 

Os y col., 2006), disponibles a través de internet mediante diferentes sitios de acceso 

(http://gabi.rzpd.de/projects/Pomamo, Meyer y col., 2005; http://cbsgdbase.wur.nl/UHD, 

van Os y col., 2006). Algunos de esos mapas pueden ser alineados con mapas de tomate y 

pimiento en base a marcadores RFLP comunes (Tanksley y col., 1992; Livingstone y col., 

1999; Lefebvre y col., 2002; Paran y col., 2004). Este tipo de información está disponible a 

través de internet y de una manera integrada con mapas de otras especies de solanáceas 

como tabaco y berenjena, y también con Arabidopsis (http://www.sgn.cornell.edu). 

Los mapas de ligamiento moleculares proveen un marco de referencia útil para la 

localización de loci de resistencia a patógenos en el genoma de papa. Usando estos mapas, 

se localizaron genes que controlan la resistencia monogénica y poligénica a varios 

patógenos en los 12 cromosomas del genoma de papa (Gebhardt y Valkonen, 2001). 

Los experimentos de mapeo llevados a cabo en distintos laboratorios emplean diferentes 

genotipos de papa, generalmente diploides. Los mapas independientes generados pueden 

ser alineados a partir de la referencia de marcadores, como los RFLP, comunes entre papa 

y tomate. Los marcadores RFLP, por ejemplo, sirven de ancla para los distintos mapas 

permitiendo la integración de la información disponible en un único mapa funcional de 

papa para resistencia a enfermedades (http://gabi.rzpd.de/projects/Pomamo, Gebhardt y 

Valkonen, 2001). También, se encuentra accesible este tipo de mapas comparativos para la 

familia Solanaceae a través de internet (Solanaceae Disease Resistance, SOLAR, Gene 

Database, http://www.tigr.org/tdb/potato/disease_db/candidates.shtml), como así también 

a partir de la literatura (Grube y col., 2000). 
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3.4.3. El Análisis de Grupos de Segregantes (BSA) para el mapeo de loci de herencia 

simple 

 

La localización cromosómica de genes, en este caso de genes R, puede ser definida 

mediante estudios de segregación en relación a marcadores moleculares ligados.  

La estrategia de Análisis de Grupos de Segregantes o Análisis de Segregantes Agrupados 

(BSA: Bulked Segregant Analysis) es una técnica alternativa a la generación de un mapa de 

ligamiento para la identificación de regiones genómicas asociadas a caracteres de herencia 

simple. Fue desarrollada por Michelmore y col. (1991) y Giovanonni y col. (1991). El 

procedimiento consiste en detectar diferencias entre dos muestras de ADNs agrupados 

obtenidos de una población segregante. Estas muestras agrupadas (bulked samples o pools) 

se construyen mezclando cantidades iguales de ADN de individuos que fueron 

seleccionados en base a la expresión fenotípica de un carácter (por ejemplo, resistencia a 

una enfermedad). De esta forma, ambos pooles serán contrastantes para la característica 

analizada. Cada muestra agrupada tendrá el mismo genotipo en la región genómica de 

interés y genotipo al azar en las regiones no ligadas al carácter (Figura 7). Como 

consecuencia, ambas muestras de ADN diferirán solamente en la región seleccionada 

(presentando polimorfismo) y serán monomórficas para todas las demás regiones. 

La selección de los individuos para constituir las muestras agrupadas o bulks se realiza 

identificando los fenotipos extremos de una población segregante para la característica de 

interés. Por ejemplo, una población (F2, retrocruza o dihaploide) de un parental resistente y 

un parental susceptible a un patógeno se clasifica fenotípicamente. El ADN de los 

individuos fenotípicamentes resistentes se mezcla y compara con otra mezcla de ADN de 

los individuos fenotípicamente susceptibles (bulk resistente y bulk susceptible). El ADN de 

los progenitores y de las dos muestras agrupadas (bulk resistente y bulk susceptible) se 

analizan con un gran número de marcadores moleculares buscando aquellos que resulten 

en bandas presentes en un bulk y ausentes en el otro, verificando paralelamente el origen 

parental del marcador. 

Esta evidencia preliminar de ligamiento genético entre un marcador polimórfico y el locus 

de interés, debe ser confirmada a través de un análisis de segregación utilizándose todos 

los individuos de la población segregante, en un ejercicio tradicional de cosegregación 

genética entre el marcador y el fenotipo. El ligamiento se confirma y se estima el valor de 

la frecuencia de recombinación entre el marcador y el locus genético que controla el 

carácter. 
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Figura 7. Representación esquemática del Análisis de Grupos de 
Segregantes (BSA: Bulked Segregant Analysis). Los individuos 
segregantes de una población (en el esquema se representan los 
genomas de los mismos por cada una de las barras) se agrupan (Pool 
A y Pool B) en base a la selección de una característica genotípica o 
fenotípica (círculos negros o blancos en cada pool o bulk). Los 
marcadores moleculares que muestren polimorfismo entre los pooles 
identificarán loci ligados al locus seleccionado, debido a que el fondo 
genético será semejante entre ambos pooles como consecuencia del 
agrupamiento. (Adaptado de Tingey y col., 1994). 
 

Básicamente, la estrategia de BSA utiliza una selección genómica previa para reducir 

drásticamente el esfuerzo necesario para la identificación de ligamiento, y focaliza el 

análisis directamente en la región del genoma asociada al carácter de interés. Los 

marcadores identificados se encuentran en general en una “ventana genética” de 25 cM de 

cada lado del locus de interés (Michelmore y col., 1991). Desde sus inicios, esta estrategia 

se ha usado exitosamente en la identificación de genes de resistencia en distintas especies 

vegetales como lechuga (Michelmore y col., 1991; Paran y Michelmore, 1993), tomate 

(Martin y col., 1991; Thomas y col., 1995; Chagué y col., 1996), avena (Penner y col., 

1993), pino (Devey y col., 1995), arroz (Nair y col., 1996), papa (Jacobs y col., 1996), 

entre otras y se continúa empleando en la actualidad por su simplicidad y efectividad para 

la identificación de marcadores ligados a características de interés (Grimmer y col., 2007; 

Li y col., 2008). 

El Análisis de Segregantes Agrupados también se puede usar para saturar con marcadores 

una región del genoma con el objetivo, por ejemplo, de estudios pormenorizados que 
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lleven eventualmente al clonado de genes y es útil también para identificar marcadores en 

regiones de mapas genéticos que todavía no fueron cubiertas. 

 

3.4.4. Las Líneas Introgresadas (ILs) de tomate 

 

Las Líneas Introgresadas (ILs: Introgression Lines) de tomate son un conjunto de líneas 

cercanas isogénicas (NILs: Nearly Isogenic Lines) obtenidas por Eshed y Zamir (1994). 

Las ILs de tomate, cubren la totalidad del genoma de S. pennellii mediante segmentos 

superpuestos en el fondo genético de S. lycopersicum cv. M82 (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 8. Esquema ilustrativo de la obtención de las líneas 
introgresadas (ILs) de S. pennellii. El esquema representa un 
ejemplo de líneas introgresadas para los cromosomas 1, 4 y 5. 
Las ILs fueron obtenidas a través de varias retrocruzas sucesivas 
y selección asistida por marcadores moleculares para generar un 
conjunto de líneas con fondo genético de S. lycopersicum (en 
rojo) y segmentos únicos de S. pennellii (en verde). Se muestran 
sólo 6 de los 12 pares de cromosomas (Ch) de tomate (Eshed y 
Zamir, 1995).  

 

Estas líneas se obtuvieron mediante retrocruzas sucesivas asistidas con marcadores 

moleculares, empleando S. pennellii como parental donante y S. lycopersicum como 

parental recurrente. Las ILs son idénticas entre sí para la totalidad del genoma excepto para 
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una región introducida única. De esta forma, las variaciones entre las ILs se deben al 

segmento introgresado en cada uno de los 12 cromosomas de tomate (Figura 8).  

Esta colección de líneas está compuesta por 76 genotipos los cuales se diferencian entre sí 

por un segmento genómico homocigota único perteneciente al genoma de S. pennellii. El 

mapa molecular correspondiente a estas líneas está caracterizado en base a los marcadores 

del mapa de tomate de 1992 (Tanksley y col., 1992). También se caracterizaron en 

referencia a un mapa más reciente que incluye marcadores RFLP, SSR-ESTs y COS 

(ExPEN2000 map, http://www.sgn.cornell.edu). Estas líneas ofrecen grandes ventajas 

como herramientas para el mapeo de QTLs y la identificación y localización de genes 

(Zamir y Eshed, 1995; Zamir, 2001; Gur y Zamir, 2004). 

 

3.4.5. La genoteca de grandes insertos de S. bulbocastanum 

 

Desde su introducción como sistema de clonado, los Cromosomas Artificiales Bacterianos 

(BAC: Bacterial Artificial Chromosome) se han utilizado ampliamente en la construcción 

de genotecas de insertos de gran tamaño (BAC library) (Shizuya y col., 1992). Estas 

genotecas de BACs se emplean extensamente para diferentes análisis de genomas de 

plantas como por ejemplo, mapeo físico (Lapitan y col., 1997; Song y col., 2000), 

integración de mapas físicos y mapas genéticos (Tao y col., 2001), análisis citogenético 

basado en secuencias de clones de BACs (Dong y col, 2000; Hudakova y col., 2001; 

Lagudah y col., 2001) y clonado posicional de genes (Yang y col., 1998; Zhang y col., 

2003). Esto se debe a que los BACs tiene ventajas distintivas sobre los otros sistemas para 

el desarrollo de genotecas de grandes insertos como son: la fácil manipulación de la 

bacteria hospedadora Escherichia coli, la alta eficiencia de transformación, la fácil 

recuperación del inserto y la baja frecuencia de rearreglos (Shizuya y col., 1992; Woo y 

col, 1994; Wang y col., 1995; Birren y col., 1999). 

Song y col. (2000) de la Universidad de Wisconsin de EUA desarrollaron una genoteca de 

BACs de S. bulbocastanum, especie silvestre diploide de papa originaria de México y 

Guatemala. 

La genoteca posee un tamaño promedio de inserto de 155 kpb, con una cobertura del 

genoma de 3,57 veces (tamaño estimado del genoma: 800 Mpb).  

Fue empleada en distintos trabajos para estudios citogenéticos, estabilidad de clones, 

posibilidad de transformación genética con grandes insertos y clonado de genes (Dong y 

col., 2000; Song y col., 2000, 2001, 2003a y 2003b; van der Vossen y col, 2003). 
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La genoteca de BACs de S. bulbocastanum es la única genoteca de papa disponible 

comercialmente (AGI, Arizona Genomics Institute, http://www.genome.arizona.edu/ y 

CUGI, Clemson University Genomics Institute, http://www.genome.clemson.edu/) por lo 

tanto, es una herramienta accesible para realizar diferentes estudios genómicos sobre la 

misma.  

 

3.4.6. Los proyectos de secuenciación del genoma de tomate y papa 

 

Recientemente, mediante la formación de dos consorcios internacionales, están en proceso 

de secuenciación los genomas de tomate y papa (http://www.sgn.cornell.edu y 

http://potatogenome.net). La Argentina participa en ambos proyectos mediante dos grupos 

de investigación de INTA. 

En el caso de tomate, el grupo es responsable de la secuenciación del genoma mitocondrial 

(Dr. F. Carrari, http://www.sgn.cornell.edu). En octubre de este año salió publicada la 

primera versión borrador del genoma de esta organela, accesible por el sitio 

http://www.mitochondrialgenome.org. 

El Consorcio de Secuenciación del Genoma de Papa (Potato Genome Sequencing 

Consortium) realiza la secuenciación genómica mediante la estrategia de “BAC por BAC”. 

En ese sentido, el consorcio tiene como objetivo secuenciar completamente unos 8400 

BACs para cubrir la totalidad del genoma de papa, el cual posee un tamaño de 840 Mb. El 

grupo argentino está secuenciando el cromosoma III junto con gupos de investigación de 

Brasil, Chile y Perú (Dr. S. Feingold, http://potatogenome.net/!@PartnerPane.html), 

cubriendo hasta noviembre de este año 3,5% de la secuencia correspondiente a este 

cromosoma. 

Así, en un futuro cercano, estarán disponibles las secuencias genómicas de estas dos 

especies impactando favorablemente en los distintos proyectos de investigación que 

involucren a las mismas o a otras especies de la familia Solanaceae. 
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4. OBJETIVOS 
 

 

4.1. Objetivo general 

 

 Caracterizar desde el punto de vista genético una nueva fuente de resistencia 

extrema al Virus X de la Papa (PVX) presente en Solanum commersonii. Esto incluye el 

análisis de la herencia de la misma y la localización de la región cromosómica que 

contiene el locus de interés, utilizando diferentes estrategias genómicas. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

• Estudiar la segregación del carácter de interés mediante el análisis de la respuesta 

fenotípica frente a la infección con la cepa hipervirulenta MS del PVX empleando tres 

poblaciones provenientes de la EEA INTA-Balcarce, resultantes de los cruzamientos entre 

un genotipo resistente y tres genotipos susceptibles. 

 

• Estudiar la localización cromosómica del gen de resistencia extrema presente en S. 

commersonii y analizar la presencia de secuencias homólogas a otros genes de resistencia a 

PVX caracterizados previamente en papa, aprovechando el conocimiento disponible 

públicamente para este sistema.  

 

• Aplicar la estrategia de Análisis de Segregantes Agrupados (BSA) combinada con 

diferentes metodologías de marcadores moleculares (RFLP, RAPD, AFLP, AFLP-RGA y 

RGA) para la identificación de marcadores ligados al gen de resistencia extrema Rxcmm 

presente en S. commersonii. 

 

• Estudiar a nivel de secuencia los marcadores ligados al gen Rxcmm de manera 

individual, para obtener información adicional sobre el locus donde se localiza el gen de 

interés y de esta manera diseñar nuevas estrategias para el mapeo del mismo. 

 

• Aprovechar las herramientas genómicas generadas en otras especies de la familia 

Solanaceae para estudiar y referenciar los marcadores ligados obtenidos. 
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• Analizar marcadores de la región cromosómica en estudio, descriptos en otras 

especies de Solanum, para generar nuevos marcadores útiles para el mapeo y localización 

del gen en S. commersonii 

 

• Generar un mapa de ligamiento de marcadores moleculares del locus que contiene 

al gen Rxcmm y definir su localización cromosómica. 
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5. HIPÓTESIS 
 

 

Las hipótesis de trabajo son: 

 

a) La resistencia extrema frente a PVX MS caracterizada en S. commersonii puede ser 

analizada desde el punto de vista genético de segregación mendeliana.  

 

b) Existen diferencias moleculares en el ADN entre el alelo que confiere resistencia y sus 

regiones flanqueantes presente en uno de los padres del cruzamiento con respecto a la 

región homóloga en el padre susceptible. 

 

c) Estas diferencias pueden ser detectadas con alguna de las técnicas de generación de 

marcadores moleculares utilizadas (RFLP, RAPD, AFLP, AFLP-RGA, RGA). 

 

d) La conservación a nivel de secuencia de los dominios presentes en los genes de 

resistencia a enfermedades en plantas y las estrategias que involucran este concepto (RGA, 

AFLP-RGA, homólogos a genes Rx) pueden ser aplicadas exitosamente en S. commersonii. 

 

e) La sintenia observada entre distintas especies de la familia Solanaceae es compartida 

por S. commersonii permitiendo emplear distintas estrategias basadas en genómica 

comparativa contribuyendo a la localización genómica de la región que porta la resistencia 

extrema frente a PVX MS. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

6.1. Material vegetal 

 

Se utilizaron tres poblaciones de S. commersonii segregantes para el carácter resistencia a 

PVX MS, gentilmente provistas por la Ing. Agr. Elsa Camadro de la Unidad Integrada 

UNMdP-INTA-Balcarce. Dada la existencia de autoincompatibilidad, característica de las 

especies diploides de este género, se trabajó con la primera generación de individuos. Los 

cruzamientos fueron entre un genotipo resistente por tres genotipos susceptibles. Entre las 

tres poblaciones se contó con un total de aproximadamente 100 individuos. 

Las poblaciones se enumeran a continuación, detallándose los parentales de cada 

cruzamiento de acuerdo con la denominación de INTA-Balcarce (según Ing. Agr. E. 

Camadro): 

Población 78 = B8R-5138 x B7F-5138    Número de individuos: 50 

Población 93 = B8R-5138 x 19.5138       Número de individuos: 51 

Población 1007 = B8R-5138 x 6.5138     Número de individuos: 16 

No se tuvo acceso a los individuos parentales de estos cruzamientos debido a que los 

mismos se perdieron lamentablemente. En consecuencia, no estuvieron disponibles para el 

trabajo de esta tesis. Por lo tanto, no pudieron ser utilizados como importantes controles 

para los distintos ensayos realizados. 

El cultivar Huinkul MAG que no no porta genes de resistencia a PVX conocidos, se utilizó 

como control susceptible en los estudios de determinación del fenotipo. 

Se utilizaron tres poblaciones de referencia para el trabajo de localización cromosómica:  

1) una población de S. tuberosum correspondiente al mapa ultra denso de papa (UHD: 

Ultra High Density Map, http://www.dpw.wageningen-ur.nl/uhd) provista por el Dr. E. 

Ritter (NEIKER-Tecnalia, España), conformada por los dos parentales del cruzamiento 

(denominados RH y SH) y 90 individuos progenie y disponible como ADN 

2) mediante una colaboración con el grupo de la Dra. C. Gebhardt (Max-Planck-Institut für 

Züchtungsforschung, Köln, Alemania) se tuvo acceso a la población de mapeo F1840 

(Gebhardt y col., 1991). La población de referencia está compuesta por 100 individuos F1, 

proveniente de un cruzamiento entre dos líneas diploides heterocigotas de papa 

(H82.337/49, P18 parental femenino y H80.696/4, P40 parental masculino, híbrido entre 
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S.tuberosum ssp. tuberosum y S. spegazzini) 

3) una colección de Líneas Introgresadas (ILs) de S. pennellii provenientes del Tomato 

Genetics Resource Center Dept. of Vegetable Crops, Universidad de California, Davis, 

EUA y disponible como semilla botánica (http://tgrc.ucdavis.edu/). Este grupo de Líneas 

Introgresadas fue desarrollado por Eshed y Zamir (1994). Cada IL (excepto IL8-1) es 

homocigota para una introgresión simple de S. pennellii (LA0716) en el fondo genético de 

S. lycopersicum cv. M-82 (LA3475). El genoma completo de S. pennellii está así 

representado por introgresiones superpuestas en un grupo de 50 líneas. 

El número seguido a la abreviatura “IL” indica el número del cromosoma de S. pennellii, 

seguido de un guión se encuentra un segundo número que indica el número 

correspondiente a la región cromosómica del segmento introgresado en cada línea. Estas 

líneas se listan a continuación (Tabla 2).  
 
Tabla 2. Número de acceso (LA) y nombre de las líneas (Línea) correspondientes a la colección de Líneas 
Introgresadas de S. pennellii (LA0716) en el fondo genético de S. lycopersicum cv. M-82 (LA3475). Los 
detalles de la codificación para la nomenclatura de las líneas se explican en el texto. 
 

LA Línea 

4028 IL1-1 

4031 IL1-2 

4032 IL1-3 

4033 IL1-4 

4035 IL2-1 

4037 IL2-2 

4038 IL2-3 

4039 IL2-4 

4040 IL2-5 

4041 IL2-6 

4043 IL3-1 

4044 IL3-2 

4045 IL3-3 

4046 IL3-4 

4047 IL3-5 

4048 IL4-1 

4050 IL4-2 

LA Línea 

4051 IL4-3 

4053 IL4-4 

4054 IL5-1 

4055 IL5-2 

4056 IL5-3 

4057 IL5-4 

4058 IL5-5 

4059  IL6-1 

4060 IL6-2 

4062 IL6-3 

4063 IL6-4 

4064 IL7-1 

4065 IL7-2 

4066 IL7-3 

4067 IL7-4 

4069 IL7-5 

4071 IL8-1 

LA Línea 

4074 IL8-2 

4076 IL8-3 

4078 IL9-1 

4081 IL9-2 

4084 IL9-3 

4087 IL10-1 

4089 IL10-2 

4091 IL10-3 

4092 IL11-1 

4093 IL11-2 

4094 IL11-3 

4095 IL11-4 

4097 IL12-1 

4099 IL12-2 

4100 IL12-3 

4102 IL12-4 
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6.2. Raza viral utilizada para evaluar la resistencia 
 

Se utilizó la raza viral PVX MS que es capaz de superar los mecanismos de resistencia 

mediados por los genes Nx, Nb y Rx (Tozzini y col., 1994). De acuerdo con la 

determinación serológica, esta raza pertenece al serotipo PVX0 (común o de distribución 

mundial) definido por Fernández-Northcote y Lizárraga (1991). 

El aislamiento de PVX MS, originalmente provisto por el Dr. J. Muñoz de la Facultad de 

Ciencias Agrarias de la Universidad de Córdoba, se propagó en plantas de tabaco variedad 

Xanthi. Las hojas infectadas se conservaron a -80°C como fuente de inóculo. 

 

6.3. Cultivo de las plantas 

 

Los genotipos correspondientes a la progenie de las tres poblaciones de S. commersonii 

llegaron al Laboratorio como semilla botánica libre de virus desde el Laboratorio de 

Genética de la EEA INTA-Balcarce. Las semillas se desinfectaron en una solución de 

hipoclorito de sodio al 50% durante 5 min, luego se enjuagaron una vez en alcohol 70% y 

dos veces en agua estéril (Gamborg y col., 1981). 

Finalizada la desinfección, se pusieron a germinar en cajas de Petri conteniendo medio 

Murashige-Skoog de cultivo in vitro con 7% de agar (Masson y col., 1987) en condiciones 

asépticas y controladas de luz y temperatura (16/8 hs (día/noche) de fotoperíodo, a 23ºC+/-

4°C). Posteriormente, las plántulas logradas fueron transferidas a tubos de borosilicato de 2 

cm de diámetro manteniendo las mismas condiciones de cultivo descriptas. Cada una de 

estas plántulas fue identificada con un número. Estos individuos fueron multiplicados por 

micropropagación de manera periódica, con el fin de mantener las poblaciones y de 

asegurar la disponibilidad del material necesario para realizar los ensayos biológicos 

correspondientes. 

Paralelamente, las plantas se mantuvieron en macetas de 5 litros de capacidad con sustrato 

(tierra 30%, turba 50%, estiércol 10%, perlita 10%) en invernáculo, en condiciones de 

fotoperíodo de 16/8 hs (día/noche) y a 25°C+/-5°C . 

Las semillas correspondientes a la población de Líneas Introgresadas de S. pennellii en S. 

lycopersicum fueron germinadas y crecidas en macetas en las condiciones descriptas en el 

párrafo anterior. 
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6.4. Preparación del inóculo e infección de las plantas 

 

Se realizó la preparación del inóculo e infección de las plantas siguiendo la metodología 

descripta por Tozzini y col. (1994). 

Para ser inoculadas mecánicamente se seleccionaron plantas de 10 días desde la 

micropropagación, con dos o tres nudos y que estuvieran recién comenzando a desarrollar 

raíces. 

El inóculo se preparó homogeneizando hojas de tabaco infectadas con PVX MS en un 

mortero conteniendo el buffer de extracción viral (NaCl 8 g/l, KH2PO4 0,2 g/l, 

Na2HPO4.12H2O 2,9 g/l, KCl 0,2 g/l, PVP 10.000 20 g/l, pH 7,4) a razón de 10 ml/g de 

hoja y en frío. La suspensión se centrifugó durante 5 min a 5.000 rpm, se recuperó el 

sobrenadante y a éste se le agregó carburundum a una concentración final de 150 mg/ml. 

El inóculo se aplicó a una hoja que estuviera completamente expandida utilizando un 

hisopo de algodón y en forma muy suave. Las plantas así tratadas se colocaron en cámara 

de cría con condiciones de fotoperíodo 16/8 hs (día/noche), a 20ºC +/-2°C. 

Luego de 25-30 días se cuantificó la infección mediante la técnica de ELISA. 

Se inocularon un mínimo de 3 y un máximo de 5 plantas por genotipo (clon) de cada una 

de las poblaciones segregantes junto con plantas susceptibles control (cultivar de papa 

Huinkul-MAG) distribuidas regularmente entre éstas. 

 

6.5. Determinación del grado de infección mediante detección inmunológica-ELISA 

 

Los ensayos de ELISA para la detección de PVX se realizaron según Hopp y col. (1991). 

Las muestras de tejido fresco proveniente de hojas se colocaron en un tubo cónico de 

polipropileno de 1,5 ml (Eppendorf) y se homogeneizaron en presencia de buffer de 

extracción viral, a razón de 10 µl/mg de tejido, con ayuda de un microémbolo plástico. 

Posteriormente, se clarificaron mediante una centrifugación a 10.000 rpm durante 2 min 

Los ensayos inmunológicos se hicieron en strips (módulos de microplacas, Nunc-Immuno 

Module) usando un espectrofotómetro de 8 canales automático Titertek Multiscan MC 

(Flow Laboratory). Se realizaron ensayos de ELISA doble sandwich utilizando anticuerpos 

policlonales contra la proteína de cápside viral, empleando un kit comercial (Enzyme 

immunoassay for the in vitro detection of Potato Virus X, Boehringer Mannheim), 

siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Paralelamente, se construyó una curva de calibración aplicando distintas diluciones de 
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virus PVX MS purificado en un rango de 0 a 4.000 ng por cavidad y se ensayaron los 

controles susceptibles (cultivar Huinkul MAG). 

La infección se cuantificó utilizando anticuerpo anti PVX conjugado a fosfatasa alcalina 

que, luego del agregado del sustrato-cromógeno, da un producto de reacción coloreado 

medible por lectura espectrofotométrica a 405 nm. 

De acuerdo con el resultado de la curva de calibración y de las plantas susceptibles control 

se adoptó el criterio para considerar positiva (susceptible) o negativa (resistente) a cada 

una de las muestras en cada ensayo. 

 

6.6. Extracción de ADN 

 

El ADN de las plantas se extrajo mediante el método del CTAB (Cetryl 

TrimethylAmmonium Bromide, bromuro de hexadecil-trimetil-amonio) modificado por 

Saghai-Maroof y col. (1994). Primero, se pulverizó en presencia de nitrógeno líquido 100 a 

500 mg de hojas frescas en un mortero. El tejido así obtenido fue incubado en buffer 

CTAB (Tris 100 mM pH 7,5; NaCl 700 mM; EDTA 50 mM pH 8,0; CTAB 1%; 2-

mercaptoetanol 140 mM) durante 60-90 min a 65ºC con agitación. Luego de tratar con 

cloroformo:octanol (24:1 v/v) se precipitó el ADN con isopropanol (2:3 v/v) y se lavó con 

etanol 76% /AcONa 0,2 M y etanol 76% /AcONH4 10 mM. 

Se cuantificó el ADN obtenido mediante espectrofotometría ultravioleta asumiendo una 

equivalencia de 1 DO(260 nm)=50 µg y paralelamente se verificó la integridad del mismo 

mediante electroforesis en gel de agarosa 1% y TAE 1X (Tris 40 mM, AcONa 5 mM, 

EDTA 0,77 mM, pH 8), teñido posteriormente con bromuro de etidio 10 mg/ml (Sambrook 

y col., 1989). Finalmente, los ADNs se llevaron a una concentración final de 100 ng/µl. 

 

6.7. Análisis de segregación en mezclas de ADN (BSA: Bulked Segregant Analysis) 

 

Para identificar marcadores específicamente ligados al alelo de resistencia, se utilizó la 

estrategia de análisis de grupos de segregantes o análisis de segregantes agrupados (bulked 

segregant analysis) descripta por Michelmore y col. (1991) y Giovannoni y col. (1991). La 

estrategia de BSA permite la identificación rápida y eficaz de marcadores ligados a genes 

de interés. El método consiste en construir dos grupos (bulks) de ADN de individuos de 

una población segregante, un grupo que presenta el carácter a estudiar y el otro que no lo 

presenta (en general, se analizan caracteres de tipo monogénico). Dentro de cada grupo o 
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bulk de ADN, los individuos serán idénticos para la región genómica alrededor del gen de 

interés, pero diferentes para el resto de los genes del genoma. Entre ambos grupos, al 

realizarse la mezcla de ADN de diferentes individuos, el fondo genético se homogeneiza y 

será semejante para ambos. Por este motivo, los marcadores que sean polimórficos entre 

los dos grupos estarán generalmente ligados al gen responsable del carácter para el que se 

construyeron los bulks. Finalmente, se debe confirmar en la población segregante que 

existe ligamiento entre el marcador obtenido por esta técnica y el gen estudiado. 

En este trabajo se utilizó la técnica de BSA para buscar marcadores ligados al locus de 

resistencia al PVX MS utilizando distintas técnicas de marcadores moleculares, generando 

así pares de bulks de ADN de individuos resistentes y susceptibles a PVX. El análisis de 

RAPD se realizó con la mezcla de ADN de 11 individuos resistentes (bulk B2R) y 10 

individuos susceptibles (bulk B2S) a PVX, mezcladas en cantidades equimolares (50 ng de 

ADN de cada individuo). Para AFLP se utilizó el ADN mezclado de 24 individuos 

resistentes (bulk B3R) y 21 susceptibles (bulk B3S) al PVX, mezclados también en 

cantidades equimolares (50 ng de cada individuo) de acuerdo con trabajos previos 

(Martínez, 1997). Para las demás metodologías de marcadores moleculares, se emplearon 

los bulks B2R y B2S o los bulks B1R y B1S de 7 individuos resistentes y 5 susceptibles al 

PVX, respectivamente, mezclando cantidades equimolares de ADN (50 ng de cada uno) de 

acuerdo con el nivel de polimorfismo esperado a detectar. Los bulks B3R y B3S incluyen 

los individuos de los bulks B2R y B2S y estos últimos incluyen los individuos de los bulks 

B1R y B1S y corresponden todos a la población 78 de S. commersonii. 

 

6.8. Análisis mediante RAPD 

 

Se empleó la metodología de RAPD (Williams y col., 1990; Welsh y McClelland, 1990) 

para la especie silvestre de papa S. commersonii ajustada y descripta en Martínez (1997). 

Se utilizó como templado el ADN genómico de los grupos de segregantes (bulks) o de los 

individuos segregantes de manera independiente, a una concentración final de 50 ng por 

reacción y empleando la enzima ADN polimerasa termoestable fragmento Stoffel 

(AmpliTaq® DNA Polymerase, Stoffel Fragment, Applied Biosystems). Esta enzima es 

una forma modificada de 61 kDa de la Taq ADN Polimerasa recombinante (AmpliTaq® 

DNA Polymerase) y carece de actividades 3´-5´ y 5´-3´exonucleasa. Otra característica de 

la enzima es que se le han eliminado unos 289 aminoácidos del extremo N-terminal para 

aumentar la exigencia de la PCR en condiciones de menor fuerza iónica y reducir la 
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extensión errónea. Es más termoestable que las enzimas de uso regular en PCR y es capaz 

de mantener una actividad óptima dentro de un rango amplio de concentraciones de 

magnesio y de amplificar fragmentos pequeños con mayor reproducibilidad. 

Se utilizaron los iniciadores (10 pb de longitud) de las series A, B, C, D, F, G, H, I, J, K, L, 

M, N, X, Y, AA y AB (OPERON Biotechnologies). Los iniciadores que forman parte de 

estas series se listan (secuencia en sentido 5´-3´) a continuación: 

 
Iniciadores Serie A 
A-01 CAGGCCCTTC A-06 GGTCCCTGAC A-11 CAATCGCCGT A-16 AGCCAGCGAA 
A-02 TGCCGAGCTG A-07 GAAACGGGTG A-12 TCGGCGATAG A-17 GACCGCTTGT 
A-03 AGTCAGCCAC A-08 GTGACGTAGG A-13 CAGCACCCAC A-18 AGGTGACCGT 
A-04 AATCGGGCTG A-09 GGGTAACGCC A-14 TCTGTGCTGG  A-19 CAAACGTCGG 
A-05 AGGGGTCTTG A-10 GTGATCGCAG A-15 TTCCGAACCC  A-20 GTTGCGATCC  
Iniciadores Serie B 
B-01 GTTTCGCTCC B-06 TGCTCTGCCC B-11 GTAGACCCGT B-16 TTTGCCCGGA 
B-02 TGATCCCTGG B-07 GGTGACGCAG B-12 CCTTGACGCA B-17 AGGGAACGAG 
B-03 CATCCCCCTG B-08 GTCCACACGG B-13 TTCCCCCGCT B-18 CCACAGCAGT 
B-04 GGACTGGAGT B-09 TGGGGGACTC B-14 TCCGCTCTGG B-19 ACCCCCGAAG 
B-05 TGCGCCCTTC B-10 CTGCTGGGAC B-15 GGAGGGTGTT B-20 GGACCCTTAC 
Iniciadores Serie C 
C-01 TTCGAGCCAG C-06 GAACGGACTC C-11 AAAGCTGCGG C-16 CACACTCCAG 
C-02 GTGAGGCGTC C-07 GTCCCGACGA C-12 TGTCATCCCC C-17 TTCCCCCCAG 
C-03 GGGGGTCTTT C-08 TGGACCGGTG C-13 AAGCCTCGTC C-18 TGAGTGGGTG 
C-04 CCGCATCTAC C-09 CTCACCGTCC C-14 TGCGTGCTTG C-19 GTTGCCAGCC 
C-05 GATGACCGCC C-10 TGTCTGGGTG C-15 GACGGATCAG C-20 ACTTCGCCAC 
Iniciadores Serie D 
D-01 ACCGCGAAGG D-06 ACCTGAACGG D-11 AGCGCCATTG D-16 AGGGCGTAAG 
D-02 GGACCCAACC D-07 TTGGCACGGG D-12 CACCGTATCC D-17 TTTCCCACGG 
D-03 GTCGCCGTCA D-08 GTGTGCCCCA D-13 GGGGTGACGA D-18 GAGAGCCAAC 
D-04 TCTGGTGAGG D-09 CTCTGGAGAC D-14 CTTCCCCAAG D-19 CTGGGGACTT 
D-05 TGAGCGGACA D-10 GGTCTACACC D-15 CATCCGTGCT D-20 ACCCGGTCAC 
Iniciadores Serie F 
F-01 ACGGATCCTG F-06 GGGAATTCGG F-11 TTGGTACCCC F-16 GGAGTACTGG 
F-02 GAGGATCCCT F-07 CCGATATCCC F-12 ACGGTACCAG F-17 AACCCGGGAA 
F-03 CCTGATCACC F-08 GGGATATCGG F-13 GGCTGCAGAA F-18 TTCCCGGGTT 
F-04 GGTGATCAGG F-09 CCAAGCTTCC F-14 TGCTGCAGGT F-19 CCTCTAGACC 
F-05 CCGAATTCCC F-10 GGAAGCTTGG F-15 CCAGTACTCC F-20 GGTCTAGAGG 
Iniciadores Serie G 
G-01 CTACGGAGGA G-06 GTGCCTAACC G-11 TGCCCGTCGT G-16 AGCGTCCTCC 
G-02 GGCACTGAGG G-07 GAACCTGCGG G-12 CAGCTCACGA G-17 ACGACCGACA 
G-03 GAGCCCTCCA G-08 TCACGTCCAC G-13 CTCTCCGCCA G-18 GGCTCATGTG 
G-04 AGCGTGTCTG G-09 CTGACGTCAC G-14 GGATGAGACC G-19 GTCAGGGCAA 
G-05 CTGAGACGGA G-10 AGGGCCGTCT G-15 ACTGGGACTC G-20 TCTCCCTCAG 
Iniciadores Serie H 
H-01 GGTCGGAGAA H-06 ACGCATCGCA H-11 CTTCCGCAGT H-16 TCTCAGCTGG 
H-02 TCGGACGTGA H-07 CTGCATCGTG H-12 ACGCGCATGT H-17 CACTCTCCTC 
H-03 AGACGTCCAC H-08 GAAACACCCC H-13 GACGCCACAC H-18 GAATCGGCCA 
H-04 GGAAGTCGCC H-09 TGTAGCTGGG H-14 ACCAGGTTGG H-19 CTGACCAGCC 
H-05 AGTCGTCCCC H-10 CCTACGTCAG H-15 AATGGCGCAG H-20 GGGAGACATC 
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Iniciadores Serie I 
I-01 ACCTGGACAC I-06 AAGGCGGCAG I-11 ACATGCCGTG I-16 TCTCCGCCCT 
I-02 GGAGGAGAGG I-07 CAGCGACAAG I-12 AGAGGGCACA I-17 GGTGGTGATG 
I-03 CAGAAGCCCA I-08 TTTGCCCGGT I-13 CTGGGGCTGA I-18 TGCCCAGCCT 
I-04 CCGCCTAGTC I-09 TGGAGAGCAG I-14 TGACGGCGGT I-19 AATGCGGGAG 
I-05 TGTTCCACGG I-10 ACAACGCGAG I-15 TCATCCGAGG I-20 AAAGTGCGGG 
Iniciadores Serie J 
J-01 CCCGGCATAA J-06 TCGTTCCGCA J-11 ACTCCTGCGA J-16 CTGCTTAGGG 
J-02 CCCGTTGGGA J-07 CCTCTCGACA J-12 GTCCCGTGGT J-17 ACGCCAGTTC 
J-03 TCTCCGCTTG J-08 CATACCGTGG J-13 CCACACTACC J-18 TGGTCGCAGA 
J-04 CCGAACACGG J-09 TGAGCCTCAC J-14 CACCCGGATG J-19 GGACACCACT 
J-05 CTCCATGGGG J-10 AAGCCCGAGG J-15 TGTAGCAGGG J-20 AAGCGGCCTC 
Iniciadores Serie K 
K-01 CATTCGAGCC K-06 CACCTTTCCC K-11 AATGCCCCAG K-16 GAGCGTCGAA 
K-02 GTCTCCGCAA K-07 AGCGAGCAAG K-12 TGGCCCTCAC K-17 CCCAGCTGTG 
K-03 CCAGCTTAGG K-08 GAACACTGGG K-13 GGTTGTACCC K-18 CCTAGTCGAG 
K-04 CCGCCCAAAC K-09 CCCTACCGAC K-14 CCCGCTACAC K-19 CACAGGCGGA 
K-05 TCTGTCGAGG K-10 GTGCAACGTG K-15 CTCCTGCCAA K-20 GTGTCGCGAG 
Iniciadores Serie L 
L-01 GGCATGACCT L-06 GAGGGAAGAG L-11 ACGATGAGCC L-16 AGGTTGCAGG 
L-02 TGGGCGTCAA L-07 AGGCGGGAAC L-12 GGGCGGTACT L-17 AGCCTGAGCC 
L-03 CCAGCAGCTT L-08 AGCAGGTGGA L-13 ACCGCCTGCT L-18 ACCACCCACC 
L-04 GACTGCACAC L-09 TGCGAGAGTC L-14 GTGACAGGCT L-19 GAGTGGTGAC 
L-05 ACGCAGGCAC L-10 TGGGAGATGG L-15 AAGAGAGGGG L-20 TGGTGGACCA 
Iniciadores Serie M 
M-01 GTTGGTGGCT M-06 CTGGGCAACT M-11 GTCCACTGTG M-16 GTAACCAGCC 
M-02 ACAACGCCTC M-07 CCGTGACTCA M-12 GGGACGTTGG M-17 TCAGTCCGGG 
M-03 GGGGGATGAG M-08 TCTGTTCCCC M-13 GGTGGTCAAG M-18 CACCATCCGT 
M-04 GGCGGTTGTC M-09 GTCTTGCGGA M-14 AGGGTCGTTC M-19 CCTTCAGGCA 
M-05 GGGAACGTGT M-10 TCTGGCGCAC M-15 GACCTACCAC M-20 AGGTCTTGGG 
Iniciadores Serie N 
N-01 CTCACGTTGG N-06 GAGACGCACA N-11 TCGCCGCAAA N-16 AAGCGACCTG 
N-02 ACCAGGGGCA N-07 CAGCCCAGAG N-12 CACAGACACC N-17 CATTGGGGAG 
N-03 GGTACTCCCC N-08 ACCTCAGCTC N-13 AGCGTCACTC N-18 GGTGAGGTCA 
N-04 GACCGACCCA N-09 TGCCGGCTTG N-14 TCGTGCGGGT N-19 GTCCGTACTG 
N-05 ACTGAACGCC N-10 ACAACTGGGG N-15 CAGCGACTGT N-20 GGTGCTCCGT 
Iniciadores Serie X 
X-01 CTGGGCACGA X-06 ACGCCAGAGG X-11 GGAGCCTCAG X-16 CTCTGTTCGG 
X-02 TTCCGCCACC X-07 GAGCGAGGCT X-12 TCGCCAGCCA X-17 GACACGGACC 
X-03 TGGCGCAGTG X-08 CAGGGGTGGA X-13 ACGGGAGCAA X-18 GACTAGGTGG 
X-04 CCGCTACCGA X-09 GGTCTGGTTG X-14 ACAGGTGCTG X-19 TGGCAAGGCA 
X-05 CCTTTCCCTC X-10 CCCTAGACTG X-15 CAGACAAGCC X-20 CCCAGCTAGA 
Iniciadores Serie Y 
Y-01 GTGGCATCTC Y-06 AAGGCTCACC Y-11 AGACGATGGG Y-16 GGGCCAATGT 
Y-02 CATCGCCGCA Y-07 AGAGCCGTCA Y-12 AAGCCTGCGA Y-17 GACGTGGTGA 
Y-03 ACAGCCTGCT Y-08 AGGCAGAGCA Y-13 GGGTCTCGGT Y-18 GTGGAGTCAG 
Y-04 GGCTGCAATG Y-09 AGCAGCGCAC Y-14 GGTCGATCTG Y-19 TGAGGGTCCC 
Y-05 GGCTGCGACA Y-10 CAAACGTGGG Y-15 AGTCGCCCTT Y-20 AGCCGTGGAA 
Iniciadores Serie AA 
AA-01 AGACGGCTCC AA-06 GTGGGTGCCA AA-11 ACCCGACCTG AA-16 GGAACCCACA 
AA-02 GAGACCAGAC AA-07 CTACGCTCAC AA-12 GGACCTCTTG AA-17 GAGCCCGACT 
AA-03 TTAGCGCCCC AA-08 TCCGCAGTAG AA-13 GAGCGTCGCT AA-18 TGGTCCAGCC 
AA-04 AGGACTGCTC AA-09 AGATGGGCAG AA-14 AACGGGCCAA AA-19 TGAGGCGTGT 
AA-05 GGCTTTAGCC AA-10 TGGTCGGGTG AA-15 ACGGAAGCCC AA-20 TTGCCTTCGG 
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Iniciadores Serie AB 
AB-01 CCGTCGGTAG AB-06 GTGGTTGGA AB-11 GTGCGCAATG AB-16 CCCGGATGGT 
AB-02 GGAAACCCCT AB-07 GTAAACCGCC AB-12 CCTGTACCGA AB-17 TCGCATTCCAG 
AB-03 TGGCGCACAC AB-08 GTTACGGACC AB-13 CCTACCGTGG AB-18 CTGGCGTGTC 
AB-04 GGCACGCGTT AB-09 GGGCGACTAC AB-14 AAGTGCGACC AB-19 ACACCGATGG 
AB-05 CCCGAAGCGA AB-10 TTCCCTCCCA AB-15 CCTCCTTCTC AB-20 CTTCTCGGAC 
 

Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen de 25 µl conteniendo: 

 
   Componentes   Concentración final 
   Stoffel Buffer 10X (Applied Biosystem) 1X 
  (KCl 100 mM, Tris-HCl 100 mM, pH 8,3)   
   MgCl2 25 mM    4,00 mM 
   dNTP 10 mM    0,10 mM 
   Decámero Iniciador 16 ng/µl  0,64 ng/µl 
   Taq Stoffel 10 U/µl   0,08 U/µl 
   ADN 10 ng/µl    2,00 ng/µl 
 
 

Se utilizó un termociclador TC 480 (Perkin Elmer Cetus) empleando el siguiente 

programa: 
  1 ciclo de:  40 ciclos de:  1 ciclo de: 
  94ºC 1 min   94ºC 1 min  72ºC 7 min 
      35ºC 1 min 
      72ºC 2 min 
 

Los productos de amplificación se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa 

1,5%, TAE 1X, 8 V/cm durante 4 hs, teñidos con bromuro de etidio 10 mg/ml. 

Posteriormente, se visualizaron mediante el empleo de un transiluminador de luz UV y se 

fotografiaron mediante el empleo de un sistema de foto-documentación (Fotodyne). 

 

6.9. Análisis mediante AFLP 

 

Se ajustó la técnica modificada de la versión original (Vos y col., 1995) descripta en 

Milbourne y col. (1997) y puesta a punto para S. commersonii (Martínez, 1997). Esta 

técnica involucra cuatro pasos: 

1) Digestión con dos enzimas de restricción del ADN de interés y ligación con adaptadores 

de los fragmentos de restricción obtenidos, generando así el templado para PCR. 

2) Pre-amplificación del templado primario con iniciadores que poseen un nucleótido 

selectivo en 3’ (iniciadores +1). 

3) Amplificación con iniciadores que poseen tres nucleótidos selectivos en 3’ (iniciadores 

+3). 
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4) Separación de los fragmentos amplificados mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida. 

 

6.9.1. Digestión y ligación 

 

Se digirió 1 µg de ADN genómico de cada individuo de las tres poblaciones con las 

enzimas de restricción EcoRI y MseI durante 4 hs a 37°C en un volumen final de reacción 

de 50 µl conteniendo: 

 
Componentes                               Concentración final 

   Buffer RL 5X       1X 
 (AcOMg 50 mM, 250 mM AcOK, Tris-Cl 50 mM, pH 7,5, DTT 25 mM, BSA 250 ng/µl) 
   EcoRI 10 U/µl       0,10 U/µl 
   MseI 4 U/µl       0,10 U/µl 
   ADN 0,1 µg/µl       0,02 µg/µl 
 
   RL: Restricción-Ligación 
 

Se verificó que hubiera digestión total sembrando 5 µl de la reacción en un gel de agarosa 

1,5%, TAE 1X, 8 V/cm y posterior electroforesis y visualización bajo luz UV. 

Posteriormente, se ligaron los fragmentos de ADN obtenidos con los adaptadores 

correspondientes a cada enzima durante 4 hs a 37°C. Se utilizaron los 45 µl de producto de 

la digestión anterior, siendo el volumen final de reacción de 50 µl conteniendo: 

 
   Componentes         Concentración final 
   Buffer RL 5X      1X 
   Adaptador EcoRI 5 µM     0,10 µM 
   Adaptador MseI 50 µM     1,00 µM 
   ATP l0 mM      0,24 mM 
   T4 ADN Ligasa 10 U/µl (Gibco)    0,20 U/µl 
    
   RL: Restricción-Ligación 

Adaptador EcoRI: 5´  CTCGTAGACTGCGTACC  3´ 
                  3´CTGACGCATGGTTAA  5´ 
   Adaptador MseI:  5´  GACGATGAGTCCTGAG  3´ 
            3´TACTCAGGACTCAT  5´ 
 

6.9.2. Pre-amplificación 

 

Las reacciones de pre-amplificación se realizaron usando como templado 4 µl del producto 

obtenido en el paso anterior para cada uno de los individuos. Se utilizó la enzima 

AmpliTaq ADN polimerasa LD (AmpliTaq® DNA Polymerase, LD, Applied Biosystems) 
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en un volumen final de 25 µl, conteniendo: 

 
   Componentes           Concentración final 
   PCR Buffer10X /MgCl2 25mM (AB) 1X/1,5 mM 
   dNTP 5 mM        0,20 mM 
   Iniciador EcoRI (+1) 1 µg/µl      3,00 ng/µl 
   Iniciador MseI (+1) 1 µg/µl      3,00 ng/µl 
   AmpliTaq LD 5 U/µl       0,04 U/µl 
 
   Iniciador EcoRI (+1): 5´ GACTGCGTACCAATTCA 3´ 
   Iniciador MseI (+1):   5´ GATGAGTCCTGAGTAAA 3´ 
 

Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ 

Research) usando el siguiente programa de 30 ciclos: 

 
     30 ciclos de: 
      94ºC 30 seg 
      60ºC 30 seg 
      72ºC 60 seg 
 

El producto de la pre-amplificación es usado como templado en el paso final de 

amplificación. 

 

6.9.3. Amplificación final 

 

Para la amplificación selectiva se emplearon varias combinaciones de iniciadores 

EcoRI/MseI los cuales presentan tres nucleótidos selectivos en 3´ (iniciadores +3). Los 

iniciadores utilizados se detallan a continuación (Tabla 3). 

La visualización de los productos obtenidos se realizó empleando tinción con nitrato de 

plata o mediante marcación en 5´ del iniciador EcoRI con [γ32P] ATP con la enzima T4 

polinucleótido kinasa. Mediante el primer método sólo se visualizan los fragmentos de 

ADN que poseen los extremos del iniciador marcado (bandas EcoRI/EcoRI y EcoRI/MseI). 

En el segundo caso, es posible observar todos los fragmentos (bandas EcoRI/EcoRI, 

EcoRI/MseI y MseI/MseI). 
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Tabla 3. Iniciadores empleados en la amplificación final de AFLP. Se indica el nombre del 
iniciador y la secuencia de los nucleótidos selectivos de la región 3´. 
 
Iniciadores EcoRI 
+3 

Sec. de nt selectivos Iniciadores MseI 
+3 

Sec. de nt selectivos 

E 31 AAA M 31 AAA 
E 32 AAC M 32 AAC 
E 38 ACT M 33 AAG 
E 39 AGA M 34 AAT 
E 40 AGC M 35 ACA 
E 41 AGG M 36 ACC 
E 42 AGT M 37 ACG 
E 43 ATA M 38 ACT 
E 44 ATC M 39 AGA 
E 45 ATG M 40 AGC 
E 46 ATT M 41 AGG 
  M 42 AGT 
  M 43 ATA 
  M 44 ATC 
  M 45 ATG 

 

Marcación radioactiva del primer EcoRI +3 

 

Para cada reacción de amplificación se marcó el iniciador EcoRI +3 en un volumen final 

de 1 µl conteniendo: 
   Componentes        Concentración final 
   Buffer T4 kinasa 10X (Gibco, BRL)   0,10X 
   Iniciador EcoRI (+3) 1 µg/µl      6,70 ng/µl 
   T4 kinasa 10 µg/µl (Gibco, BRL)      0,25 µg/µl 
   [γ32P] ATP 1 µCi/µl       0,10 µCi/µl 
 
 

La reacción se incubó durante 1 hs a 37°C y luego se detuvo por inactivación de la enzima 

durante 10 min a 80°C. 

Las reacciones de amplificación final se llevaron a cabo en un volumen de 23 µl utilizando 

3 µl de pre-amplificación como templado: 

 
   Componentes                 Concentración final 
   Buffer PCR 10X (Promega)  1X 
   MgCl2 50 mM    1,30 mM 
   dNTP 5 mM    0,17 mM 
   Iniciador EcoRI (+3) 1 µg/µl  1,00 ng/µl 
   Iniciador MseI (+3) 1 µg/µl  1,00 ng/µl 
    [γ32P] ATP Iniciador EcoRI(1) 0,10 µCi/µl 4,30 nCi/µl 
   Taq ADN polimerasa (Promega) 5 U/µl 0,13 U/µl 
          
   (1): no se agrega si se utiliza tinción con plata. 
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Para las reacciones de amplificación se empleó un termociclador TC 480 (Perkin Elmer 

Cetus) o en uno PTC-100 (MJ Research) usando el siguiente programa de 36 ciclos con 

Touch down (decrecimiento de la temperatura de anillamiento o annealing en cada ciclo): 

 
 1 ciclo de:   Touch-down 65-56, 8 ciclos de:   27 ciclos de: 
 94ºC 30 seg  Repite el anterior pero la    94ºC 30 seg  
 65ºC 30 seg  temperatura de annealing    56ºC 30 seg 
 72ºC 1 min.  desciende 1ºC en cada ciclo.   72ºC 1 min 
 

6.9.4. Separación de los fragmentos de amplificación mediante electroforesis 

 

Luego de la amplificación selectiva, los fragmentos se resolvieron en geles de acrilamida-

bisacrilamida 6% con Urea 7M y TBE 1X (Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8) 

durante 3-4 hs a 40 W, sembrando 5 µl de cada muestra, previa mezcla con buffer de carga 

(formamida 98%, azul de bromofenol 0,01%, xilencianol 0,01%) y desnaturalización a 

95°C por 5 min, puestos inmediatamente en hielo. 

Posteriormente, en el caso de uso de radioactivo, los geles fueron fijados en etanol/ácido 

acético (10%/10%) durante 20 min, secados en papel cromatográfico (3 MM Whatman) 

mediante vacío y expuestos durante 24-48 hs en películas autoradiográficas (BioMax MR, 

Kodak). 

 

Tinción con nitrato de plata 

 

En el caso de visualización de los fragmentos por tinción con nitrato de plata, se realizó 

siguiendo las instrucciones del proveedor (SILVER SEQUENCE™ DNA Sequencing 

System, Promega). Es importante destacar que en este proceso el gel de poliacrilamida se 

encuentra fijado al vidrio por un tratamiento especial que se le realiza a este último antes 

del armado del sistema de electroforesis. En todos los pasos y para todas las soluciones es 

imprescindible el empleo de agua ultrapura. El proceso de tinción consiste en unos pocos 

pasos. El gel de poliacrilamida se fija en ácido acético 10% para remover los restos de 

buffer de electroforesis y la urea, y para evitar la difusión de los pequeños productos de 

amplificación. Luego, el gel se enjuaga con agua para eliminar el ácido acético y la urea 

junto con el Tris/borato. A continuación, se tiñe el gel en una solución que contiene nitrato 

de plata 0.1% y formaldehído 0,056% durante 30 min. Posteriormente, se lava rápidamente 
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con agua para remover el exceso de plata e inmediatamente se revela con una solución 

alcalina de carbonato de sodio 3% (m/v) con formaldehído 0,056% y tiosulfato de sodio 

0,2 mg/ml. Bajo estas condiciones los iones de la plata se reducen a iones metálicos por 

acción del formaldehído. El revelado de las bandas de ADN se deja evolucionar hasta que 

se obtiene la coloración y el contraste deseados. La velocidad de la reacción es dependiente 

de la temperatura, y se detiene por el agregado de ácido acético 10%. Luego de la tinción, 

los fragmentos de ADN se visualizan directamente en el gel usando un transiluminador de 

luz blanca para el relevamiento de los resultados. 

 

6.10. Análisis mediante RGAs 

 

Las amplificaciones se realizaron empleando los iniciadores diseñados por Leister y col. 

(1996) a partir de los genes de resistencia ya clonados (RPS2 de A. thaliana y N de N. 

tabacum) mostrados en la Tabla 4, o dos de dichos iniciadores (s1 y as1) pero con el 

agregado de un nucleótido selectivo extra en 3´ (s1+A, C, G o T y as1+A, C, G o T). 
 

Tabla 4. (Adaptada de Leister y col. 1996). Secuencia de los péptidos conservados entre los genes RPS2 de A. 
thaliana y N de N. tabacum, y de los oligonucleótidos iniciadores deducidos a partir de ésta empleados en la 
PCR heteróloga.  
       N-terminal 
Secuencia 
peptídica 
Iniciador s1 
Iniciador s2 

 
G 

5'-GGT 
5'-GGI 

 
G 

GGG 
GGI 

 
V 

GTT 
GTI 

 
G 

GGG 
GGI 

 
K 

AAG 
AAI 

 
T 

ACA 
ACI 

 
T 

ACG-3' 
ACI-3' 

 C-terminal  
Secuencia 
peptídica 
Iniciador as1* 
Iniciador as3* 

 
G 

5'-CAA 
5'-IAG 

 
L 

CGC 
IGC 

 
P 

TAG 
IAG 

 
L 

TGG 
IGG 

 
A 

CAA 
IAG 

 
L 

TCC-3' 
ICC-3' 

 

*Los iniciadores antisentido (as1 y as3) se encuentran escritos en orientación opuesta a la secuencia peptídica. Así, el 
primer triplete en cada iniciador se corresponde con el último aminoácido (L) en el péptido. I: inosina. 
 

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 25 µl utilizando 100 ng de ADN de 

individuos y/o bulks como templado, conteniendo: 

 
   Componentes                 Concentración final 
   Buffer PCR (Promega) 10X  1X 
   MgCl2 50 mM    2,50 mM 
   dNTP 5 mM    0,20 mM 
   Iniciador Sentido (s) 100 ng/µl  4,00 ng/µl 
   Iniciador Antisentido (as) 100 ng/µl 4,00 ng/µl 
   Taq ADN polimerasa 10 U/µl (Promega) 0.10 U/µl 
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Para la amplificación se empleó un termociclador PTC-100 (MJ Research) usando el 

siguiente programa: 
     35 ciclos de: 
     94ºC 1 min 
     48ºC 1 min 
     72ºC 1 min  
 

Manipulación de los productos de PCR obtenidos: 

 

Los productos de amplificación se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa 

1%, buffer TAE 1X, 1 hs a 100V y visualizados por tinción con bromuro de etidio 

10mg/ml o en geles de acrilamida-bisacrilamida 6% con Urea 7M, buffer TBE 1X, 

corridos a 40W por 5 hs y visualizados por tinción con plata como se describió 

anteriormente (6.9.4). 

 

6.11. Análisis mediante AFLP-RGA 

 

Se ensayó la metodología de AFLP-RGA (Hayes y Saghai-Maroof, 2000) en la cual se 

realiza todo el protocolo de AFLP (6.9) pero en el paso de amplificación final (6.9.3) se 

emplea el iniciador EcoRI(+1) de AFLP con un iniciador de RGA, en lugar de dos 

iniciadores +3.  

De esta forma se analizaron las combinaciones:  

EcoRI(+1)/s1+A 

EcoRI(+1)/s1+C 

EcoRI(+1)/s1+G 

EcoRI(+1)/s1+T 

EcoRI(+1)/as1+A 

EcoRI(+1)/as1+C 

EcoRI(+1)/as1+G 

EcoRI(+1)/as1+T 

La separación de los fragmentos de amplificación obtenidos se realizó mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida teñidos con nitrato de plata en las mismas 

condiciones explicadas anteriormente (6.9.4). 
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6.12. Transformación de marcadores AFLP y/o RGA en marcadores tipo SCAR 

 

6.12.1. Aislamiento de fragmentos de ADN de geles de poliacrilamida 

 

Se probaron tres métodos diferentes. 

Método 1: 

La banda de interés se cortó, utilizando un bisturí, directamente a partir del gel de 

poliacrilamida teñido con plata. Esta banda se empleó directamente como templado en una 

reacción de PCR de 25 µl utilizando la combinación de iniciadores apropiada y el perfil de 

temperaturas de amplificación de AFLP o RGA, de acuerdo al origen de la misma. 

Método 2: 

La banda de interés se cortó, utilizando un bisturí, directamente a partir del gel de 

poliacrilamida teñido con plata. La porción de gel se colocó en un tubo cónico de 0,5 ml 

(Eppendorf), se cubrió con 100 µl de agua bidestilada y se incubó durante 20 min a 

temperatura ambiente. A continuación, se descarta el sobrenadante, se agregaron otros 100 

µl de agua bidestilada y se homogeneiza la banda de gel utilizando una punta de pipeta 

(tip). Este homogenato se incubó durante 15 min a 65°C y se dejó durante una noche a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugó durante 1 min para separar los 

fragmentos de gel y el sobrenadante obtenido se transfierió a un nuevo tubo. Una alícuota 

de 5-7,5 µl se utilizó como templado para re-amplificar el fragmento utilizando la 

combinación de iniciadores selectivos apropiada y el perfil de temperaturas de 

amplificación de AFLP o RGA según el caso. 

El producto de amplificación obtenido se visualizó primero en un gel de poliacrilamida de 

las mismas características y bajo las mismas condiciones que para AFLP o RGA. De esta 

forma se verificó el tamaño y la identidad del producto esperado junto con la presencia o 

no de bandas contaminantes. Posteriormente, el producto de amplificación se visualizó 

mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, TAE 1X. La banda de ADN se escindió del 

gel mediante corte con un bisturí y se purificó usando un sistema (kit) de purificación 

comercial siguiendo las instrucciones del preveedor (QIAquick PCR purification kit, 

QIAGEN). 

Método 3 (basado en Sambrook y col., 1989): 

El fragmento de interés se cortó del gel de poliacrilamida teñido con plata con un bisturí y 

se colocó en un tubo cónico de 0,5 ml (Eppendorf). Se agregaron 20 µl de buffer de 

elución (AcONH4 0,5 M y EDTA 1 mM, pH 8,0) y se incubó a 37ºC durante una noche 
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con agitación. Posteriormente, se centrifugó la muestra a 10.000 g por 10 min a 20ºC. Se 

transfiere el sobrenadante a otro tubo, evitando transferir fragmentos de acrilamida. Al 

pellet se le agregó medio volumen de buffer de elución, se agitó y se centrifugó 

nuevamente para volver a tomar el sobrenadante. Se combinaron los dos sobrenadantes. 

Se precipitó el ADN con 2,5 volúmenes de etanol 2 hs a -20ºC y se centrifugó 20 min a 

10.000g. Se lavó el pellet con etanol 70%, se secó al aire o por vacío y se resuspendió en 

10 µl de agua. De esta solución, se tomaron 2,5 µl que se emplearon como templado en 

una reacción de amplificación por PCR usando los iniciadores específicos (de AFLP o 

RGA según el caso). Se analizó la obtención del producto esperado en un gel de 

poliacrilamida como se describió anteriormente para el Método 2. 

 

6.12.2. Clonado de los fragmentos aislados 

 

Se realizó un clonado del fragmento de AFLP o RGA purificado obtenido, en el vector 

pGEM-T (pGEM-T Vector, Promega) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante y 

usando una relación vector:inserto de 1:3. A continuación se transformaron células 

competentes químicas DH5α (preparadas en el laboratorio según Smbrook y col., 1989) 

con 1 µl de la reacción de ligación. Posteriormente, los clones recombinantes se 

identificaron y seleccionaron según su coloración azul/blanca en un medio X-gal/ IPTG. 

Los clones positivos se analizaron por digestión con la enzima de restricción EcoRI (libera 

el inserto del vector). Luego, aquellos clones que presentaron un fragmento del tamaño 

esperado se analizaron mediante PCR con la combinación de iniciadores específicos 

correspondientes y en las condiciones de PCR antes descriptas según el caso (RGA o 

AFLP). Posteriormente, los clones de interés se secuenciaron. 

 

6.12.3. Secuenciación de fragmentos clonados 

 

La reacción de secuenciación del fragmento clonado se llevó a cabo utilizando 

secuenciación manual o por secuenciación automática (Unidad de Genómica, IB-INTA o 

Macrogen, Corea). 

En el caso de secuenciación manual, se empleó un sistema (kit) de secuenciación por PCR 

(fmol® Sequencing System, Promega), basado en el método de Sanger y col.. (1977), 

mediante incorporación de [α-35S]dATP. Los productos de reacción se visualizaron 

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (acrilamida-bisacrilamida 
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6%, 7M Urea y TBE 1X), secado sobre un papel cromatográfico (3MM Whatman paper) y 

expuesto por 48 hs sobre una película autorradiográfica (BioMax MR, Kodak). 

 

6.12.4. Condiciones de amplificación del marcador RGA(584) como un marcador 

SCAR 

 

Se emplearon 100 ng de ADN como templado en reacciones de PCR empleando 

iniciadores específicos diseñados para este marcador. 

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 25 µl conteniendo: 

 
   Componentes                 Concentración final 
   Buffer PCR 10X (Promega)  1X 
   MgCl2 50 mM    1,50 mM 
   dNTP 5 mM    0,20 mM 
   Iniciador 584F 100 ng/µl   4,00 ng/µl 
   Iniciador 584R 100 ng/µl   4,00 ng/µl 
   Taq ADN polimerasa 10 U/µl  0,10 U/µl 
          
   Iniciador 584F: 5´GGGACAAGGGAAAACGACAA 3´ 
   Iniciador 584R: 5´ CAACGCTAGTGGCAATCCTT 3´ 
 
Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ 

Research) usando el siguiente programa de 35 ciclos: 
 

  1 ciclo de:  35 ciclos de:  1 ciclo de: 
  94ºC 3 min   94ºC 1 min  72ºC 3 min 
      57ºC 45 seg 
      72ºC 1 min 
 

Los productos de amplificación se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa 

1%, TAE 1X y visualizados por tinción con bromuro de etidio 10mg/ml. 

 

6.13. Análisis mediante RFLP  

 

6.13.1. Restricción, electroforesis y transferencia 

 

El ADN genómico de interés en una cantidad de 5 a 10 µg, se digirió con 3-4 U/µg de 

ADN de enzima de restricción (según corresponda) HindIII, XhoI, EcoRI, EcoRV, XbaI, 

DraI, BamHI, HinfI, DdeI o StyI (New England Biolabs), por 4 hs de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor. Los productos de digestión se separaron por tamaño mediante 
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electroforesis en gel de agarosa 0,8%, TAE 1X a 0,6 mA/cm. Posteriormente se realizó la 

transferencia del ADN digerido a una membrana de nylon (Amersham Hybond N+, 

General Electric) empleando SSC 6X y mediante la metodología de Southern Blotting 

(Southern, 1975), previa desnaturalización del gel con 0,25 M HCl (Sambrook y col., 

1989). La membrana obtenida se lavó con SSC 2X y se secó a 80ºC por 20 min. El ADN se 

unió covalentemente a la membrana mediante irradiación con luz UV (0,12 J/cm2). 

 

6.13.2. Marcación de la sonda, hibridación y autorradiografía 

 

Las membranas obtenidas se hibridaron con distintas sondas según lo requerido. Las 

sondas se marcaron radioactivamente con [γ32P]dCTP mediante el método de random 

primer (iniciado al azar) de Feinberg y Vogelstein (1983, 1984) empleando reactivos 

comerciales (Prime-a-Gene Labeling System, Promega) y siguiendo las instrucciones del 

proveedor. 

Se emplearon las sondas provenientes del mapa de referencia de papa (Gebhardt y col., 

1991) ligadas a genes de resistencia a Rx conocidos (Ritter y col., 1991). Estas sondas 

fueron: GP21 (de cromosoma V), GP34, CP60, CP66, (de cromosoma XII), las cuales 

fueron cedidas por la Dra. C. Gebhardt, Max-Planck-Institut für Züchtungsforschung, 

Köln, Alemania). También se empleó la sonda RGA(584) proveniente de S. commersonni, 

originada a partir de este trabajo (ver 6.12).  

Para las reacciones de prehibridación y la hibridación se utilizó solución de PAES (ácido 

polianetolsulfónico) compuesta por PAES 0,2%, SSC 5X, SDS 0,02% y lauril-sarcosina 

0,01%; colocando la membrana en tubos de vidrio con tapa plástica siliconada. Los tubos 

se incubaron en un horno a 65ºC, con agitación durante toda la noche, tanto para la 

prehibridación como para la hibridación.  

Los lavados posteriores a la hibridación se realizaron en la botella según el siguiente 

esquema básico: 

Primer lavado: 100 ml SSC 2X, SDS 0,5%, 65ºC, 20min 

Segundo lavado: 100 ml SSC 1X, SDS 0,5%, 65ºC, 20 min 

Tercer lavado: 100 ml SSC 0,5X, SDS 0,5%, 65ºC, 10 min 

Cuarto lavado: 100 ml SSC 0,1X, SDS 0,1%, 65ºC, 20min 

Este esquema de lavados se modificó levemente de acuerdo con la señal radiactiva 

registrada y el tipo de sonda empleada (homóloga o heteróloga, en S. commersonii o en S. 

lycopersicum y S. pennellii). 
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La membrana así tratada se expuso a una placa autoradiográfica (Kodak X-OMAT AR5) 

con intensificador a -70ºC durante 4-7 días o se analizó mediante el empleo de un escáner 

de emisiones radiactivas (Typhoon TRIO, Variable Mode Imager, General Electric). Este 

sistema emplea unas pantallas especiales (Storage Phosphor Screens) que retienen la 

energía de las partículas beta, rayos gamma y rayos X, y requiere tiempos de exposición 

que son 50-90% menores que las placas autoradiográficas convencionales. Durante el 

análisis por barrido del escáner, luego de la estimulación inducida por un láser, la luz es 

emitida por la pantalla proporcionalmente a la cantidad de radiactividad presente en la 

muestra. La imagen digital resultante se analiza de manera convencional. 

 

6.14. Análisis mediante SSR 

 

Las reacciones de amplificación de microsatélites se llevaron a cabo en base a la 

información disponible en la literatura (Milbourne y col., 1998; Marcucci Poltri, 1998). 

Se emplearon 10 ng de ADN genómico como templado y los iniciadores que se muestran a 

continuación (Tabla 5). 
 

Tabla 5. Marcadores microsatélites de S. tuberosum empleados en este trabajo. En la tabla se indican el 
nombre del marcador, la repetición del microsatélite, las secuencias de los iniciadores correspondientes para 
la amplificación de cada locus con las temperaturas de melting (Tm), el tamaño del producto esperado y su 
localización cromosómica. 
 

Nombre Repetición Secuencia de los iniciadores (5'-3') Tm 
(ºC)

Tamaño 
esperado 

del 
producto 

(pb) 

Localización 
(grupo de 

ligamiento) 

STM1008 (AT)10 F: GTACACAGCAAAATAGCAAG 
R: TAGACACTCTCACATCCACT 

56,0 
56,0

140 II, IV, IX 

STM1021 (C)17…(CT)8 
(AT)9 

F: GGAGTCAAAGTTTGCTCACATC  
R: CACCCTCAACCCCCATATC 

58,8 
60 

181 IX 

STM1029 (C)12 F:AGGTTCACTCACAATCAAAGCA 
R:AAGATTTCCAAGAAATTTGAGGG

59,8 
59,8

165 I 

F: Foward, Iniciador sentido, R: Reverse, Iniciador antisentido. 
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Las reacciones de amplificación se realizaron con los siguientes componentes en un 

volumen final de 10 µl: 

 
   Componentes                 Concentración final 
   Buffer PCR 10X (Invitrogen)  1X 
   MgCl2 50 mM    2,0 mM 
   dNTP 5 mM    0,20 mM 
   Iniciador sentido (F) 100 ng/µl  4,00 ng/µl 
   Iniciador antisentido (R) 100 ng/µl  4,00 ng/µl 
   Taq ADN polimerasa 10 U/µl (Invitrogen)  0.10 U/µl 
 

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ Research) 

usando el siguiente programa: 

 
    35 ciclos de: 
    94ºC                   1 min 
    Tm específica de los iniciadores empleados 1 min 
    72ºC                   1 min 
 

Los productos de amplificación se resolvieron en geles de agarosa de alta resolución 2% 

(MetaPhor, FMC), buffer TAE 1X, teñidos con bromuro de etidio 10mg/ml o en geles de 

acrilamida-bisacrilamida 6% Urea 7M, buffer TBE 1X, corridos a 40W por 2 hs y 

visualizados por tinción con plata como se describió en el punto 6.9.4. 

 

6.15. Análisis de marcadores (SCAR, CAPS, EST) disponibles a partir de la literatura 

 

A partir de la consulta bibliográfica o de bases de datos de internet, se seleccionaron otros 

marcadores de tipo SCAR, CAPS y EST a partir de diferentes especies de solanáceas, 

potencialmente útiles para el mapeo del gen de interés. 

En el análisis se empleó como fuente de ADN a los bulks de S. commersonni y/o los 

parentales de las ILs de tomate. Las modificaciones críticas a los protocolos descriptos en 

cada cita para la obtención de los marcadores se describen en la tabla a continuación 

(Tabla 6). 
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Tabla 6. Marcadores seleccionados a partir de diferentes especies de solanáceas, tomados de diferentes 
fuentes (bibliografía, internet). Se indica el nombre, localización cromosómica (Cr.) y tipo del marcador; la 
fuente de procedencia del mismo, la especie de donde fue aislado o caracterizado, las condiciones de PCR y 
digestión con enzimas de restricción (en el caso que corresponda) y la forma de visualización. 
 
Marcador Cr. 

 
Tipo Referencia Especie Condiciones 

PCR 
Digestión 

con enzima 
de 

restricción 

Visualización 

SPUD237 V CAPS De Jong y col. 
(1997) 

S. tuberosum Mg 2,5 mM 
Annealing: 
55°C 

AluI Electroforesis 
en agarosa 
2%, TAE 1X 

GP21 V CAPS De Jong y col. 
(1997) 

S. tuberosum Mg 2,5 mM 
Annealing: 
55°C 

AluI Electroforesis 
en agarosa 
2%, TAE 1X 

E325111 IX CAPS Smilde y col. 
(2005) 

S. 
mochiquense 

Mg 3 mM 
Annealing: 
50°C 

AluI Electroforesis 
en agarosa 
1,5%, TAE 
1X  

CP110 IX CAPS Smilde y col. 
(2005) 

S. 
mochiquense 

No 
amplificable 

  

Sw5m IX CAPS Smilde y col. 
(2005) 

S. 
mochiquense 

No 
amplificable 

  

T156 IX CAPS Smilde y col. 
(2005) 

S. 
mochiquense 

Mg 3 mM 
Annealing: 
50°C 

RsaI  

TG328 IX CAPS Smilde y col. 
(2005) 

S. 
mochiquense 

Mg 3 mM 
Annealing: 
50°C 

AluI  

SC878(885) IX SCAR Marczewski y col. 
(2006) 

S. gourlayi Mg 3 mM 
Annealing: 
58°C 

No 
corresponde 

Electroforesis 
en agarosa 
1,5%, TAE 
1X 

GP101 IX SCAR GenBank 
(AJ487147) 

S. tuberosum Mg 1,5 mM 
Annealing: 
58°C 

No 
corresponde 

Electroforesis 
en agarosa 
1,5%, TAE 
1X 

S1d11 IX EST Sliwka y col. 
(2006) 

S. phureja Mg 1,5 mM 
Annealing: 
56°C 

No 
corresponde 

Electroforesis 
en agarosa 
1%, TAE 1X 

CT220 IX SCAR www.sgn.cornell.
edu y Folkertsma 
y col. (1999) 

S. 
lycopersicum 

Mg 3 mM 
Annealing: 
56°C 

Se evaluó 
MseI y AseI 

Electroforesis 
en agarosa 
1%, TAE 1X 
o en 
poliacrilamida 
6%, Urea 7M. 
TBE 1X 

4-6JRB  IX SCAR Folkertsma y col. 
(1999)  

S. 
lycopersicum 

No 
amplificable 

  

Sw5 IX SCAR Garland y col. 
(2005) 

S. 
lycopersicum 

Mg 9 mM 
Annealing: 
56°C 

 Electroforesis 
en agarosa 
1%, TAE 1X 
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6.16. Análisis de una genoteca de BACs de S. bulbocastanum 

 

Se empleó una genoteca de BACs de S. bulbocastanum (especie silvestre diploide de papa 

originaria de México y Guatemala) cultivar PT29 (BAC library, SB_PBa, Potato) 

disponible comercialmente a través de internet, accediendo por los sitios de las 

instituciones (AGI, Arizona Genomics Institute http://www.genome.arizona.edu/ y CUGI, 

Clemson University Genomics Institute http://www.genome.clemson.edu/). Esta genoteca 

fue generada por el grupo del Dr. Jiming Jiang de la Universidad de Wisconsin, EUA. El 

ADN de alto peso molecular fue digerido parcialmente con la enzima HindIII y clonado en 

el vector pBeloBAC11 (marcador de selección: cloranfenicol) (Song y col., 2000). La 

genoteca está compuesta por un total de 18.432 clones (48 placas de 384 pocillos; 

representados en un único filtro), con un tamaño promedio de inserto de 155 kpb, con una 

cobertura del genoma de 3,57X (tamaño estimado del genoma: 800 Mpb).  

Se realizaron dos copias de la genoteca en placas de 384 que fueron criopreservadas a una 

temperatura de -80°C.  

 

6.16.1. Análisis de la genoteca con el marcador RGA(584) empleado como sonda 

 

El primer análisis de la genoteca se realizó por hibridación del filtro de nylon de alta 

densidad que contiene la impronta de todos los clones en un arreglo diagonal por duplicado 

(Esquema 1). Se empleó el marcador RGA(584) como sonda marcada radiactivamente, 

hibridación a 65°C y posteriores lavados (en condiciones de reducida astringencia debido 

al uso de una sonda heteróloga) y exposición a placa autoradiográfica, de forma similar a 

como se describió en el apartado 6.13.2. 

 

 



Materiales y Métodos 

 73

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
Esquema 1. Representación esquemática del filtro de alta densidad de clones de la genoteca de BACs de S. 
bulbocastanum. Los 18.432 clones están distribuídós en 6 campos (número de mayor tamaño, 1 a 6), cada 
campo está formado por 384 cuadrados. En cada uno de esos cuadrados se ubican 8 clones diferentes por 
duplicado y en un arreglo diagonal único que permite su identificación (Duplication Pattern). Tomado de 
CUGI Protocols (www.genome.clemson.edu/protocols.shtml). 
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6.16.2. Purificación y caracterización de clones de interés de la genoteca 

 

Se identificaron los clones positivos de interés a partir del análisis anterior, mediante el 

empleo de una grilla de identificación de los clones en el filtro (Esquema 1) según se 

describe en CUGI Protocols (www.genome.clemson.edu/protocols.shtml). 

El aislamiento del ADN de los clones de interés se realizó por la técnica de 

minipreparación de ADN plasmídico a partir de cultivos líquidos con medio LB (Triptona 

10 g/l, Extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l, pH 7,0) conteniendo cloranfenicol (12 

µg/ml) como antibiótico selectivo, crecidos por 36 hs a 37°C y según se describe en Birren 

y col. (1999).  

Se emplearon 20 ng del ADN de los clones de BACs como templado en reacciones de PCR 

empleando iniciadores específicos para este marcador. 

 

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 25 µl conteniendo: 

 
   Componentes                 Concentración final 
   Buffer PCR 10X (Promega)  1X 
   MgCl2 50 mM    2,50 mM 
   dNTP 5 mM    0,20 mM 
   Iniciador 584F 100 ng/µl   4,00 ng/µl 
   Iniciador 584R 100 ng/µl   4,00 ng/µl 
   Taq ADN polimerasa 10 U/µl  0,10 U/µl 

   Iniciador 584F: 5´GGGACAAGGGAAAACGACAA 3´ 
   Iniciador 584R: 5´ CAACGCTAGTGGCAATCCTT 3´ 
 
Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ 

Research) usando el siguiente programa de 40 ciclos con Touch down (decrecimiento de la 

temperatura de anillamiento o annealing en cada ciclo): 

 
 1 ciclo de:   Touch-down 62-55, 6 ciclos de:   33 ciclos de: 
 94ºC 1 mn  Repite el anterior pero la    94ºC 1 min  
 62ºC 45 seg  temperatura de annealing    55ºC 45 seg 
 72ºC 1 min.  desciende 1ºC en cada ciclo.   72ºC 1 min 
 

Los productos de amplificación se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa 

1%, TAE 1X, 2 hs a 100V y visualizados por tinción con bromuro de etidio 10mg/ml. La 

banda de ADN de interés se escindió del gel mediante corte con un bisturí y se purificó el 

ADN usando un sistema (kit) de purificación (QIAquick PCR purification kit, QIAGEN). 

El ADN del fragmento obtenido se envió a secuenciar con uno de los iniciadores 
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específicos empleando un servicio de secuenciación automática (Unidad de Genómica, IB-

INTA o Macrogen, Corea). 

Para la caracterización del tamaño de inserto de los clones, éstos se digirieron con la 

enzima NotI siguiendo el protocolo descripto por Birren y col. (1999) y se resolvieron 

mediante electroforesis en campo pulsado (PFGE: Pulse Field Gel Electrophoresis) con el 

sistema CHEF DRII (BioRad). Los fragmentos de ADN en el sistema CHEF (Contour 

clamped Homogenueous Electric Field) son sometidos a campos eléctricos alternados 

donde el ángulo entre los dos campos es de 120°. El principio de separación está basado en 

la velocidad diferencial de reorientación de las moléculas en el momento de la alternancia 

de los dos campos eléctricos. Esta velocidad de reorientación es proporcional al tamaño de 

los fragmentos de ADN.  

Las condiciones de electroforesis para visualizar fragmentos de alto peso molecular fueron: 

agarosa 1%, TBE 0,5X, 12°C, 120° de ángulo, voltaje de 6 V/cm, con un pulso inicial de 5 

seg y un pulso final de 15 seg, durante 14 hs. La visualización del gel se realizó mediante 

tinción con bromuro de etidio 10 mg/ml, empleo de un transiluminador de luz UV y 

fotografía utilizando un sistema de foto-documentación (Fotodyne). 

Para la detección de clones repetidos (fingerprinting), se realizó la caracterización de los 

mismos mediante digestión con la enzima de restricción HindIII (Birren y col., 1999), 

electroforesis en gel de agarosa 0,8 %, TAE 1X, 5 V/cm durante 16 hs y posterior 

transferencia del gel por el método descripto anteriormente (6.13.1.). La membrana 

obtenida se hibridó con la sonda del marcador RGA(584) como se describió en 6.13.2. 

 

6.17. Amplificación de homólogos a genes Rx   

 

El aislamiento de secuencias homólogas a Rx ya clonados se realizó siguiendo la estrategia 

descripta en Bendahmane y col. (2000).  

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 25 µl, empleando 200 ng de ADN 

como templado y conteniendo: 
   Componentes                 Concentración final 
   Buffer PCR 10X (Invitrogen)  1X 
   MgCl2 50 mM    3,00 mM 
   dNTP 5 mM    0,20 mM 
   Iniciador P-R1 100 ng/µl   4,00 ng/µl 
   Iniciador T-R2 100 ng/µl   4,00 ng/µl 
   Platinum Taq ADN polimerasa 10 U/µl 0,10 U/µl 
 
   Iniciador P-R1: 5´ GGCAATTTGTTCATCTAGATACTGAGAGA 3´ 
   Iniciador T-R2: 5´ TATTTCAGAGCTCTGGCTAGTCCTCAGAACACC 3 
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Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ 

Research) usando el siguiente programa de 36 ciclos con incremento de la temperatura de 

anillamiento o annealing en cada ciclo: 

 
 5 ciclos de:   Touch-down 45-50, 11 ciclos de:   20 ciclos de: 
 94ºC 30 seg  Repite el anterior pero la    94ºC 30 seg  
 45ºC 15 seg  temperatura de annealing    52ºC 15 seg 
 72ºC 3 min.  asciende 0,5ºC en cada ciclo.   72ºC 3 min 
 

Los productos de amplificación se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa 

1%, TAE 1X, 2 hs a 100 V/cm y visualizados por tinción con bromuro de etidio 10 mg/ml. 

La banda de ADN de interés se escindió del gel mediante corte con un bisturí y se purificó 

el ADN usando un sistema (kit) de purificación (QIAquick PCR purification kit, 

QIAGEN). El fragmento puro se clonó de forma similar a como se indica en 6.12.2. y se 

realizó la secuenciación mediante el empleo de un servicio de secuenciación automática 

(Unidad de Genómica, IB-INTA o Macrogen, Corea). 

 

6.18. Análisis estadístico y bioinformático de los datos 

 

6.18.1. Análisis de ligamiento 

 

El estado homo o heterocigota de los parentales se infirió a partir del análisis de 

segregación del carácter, realizando una prueba de χ2 de bondad de ajuste a las 

proporciones esperadas. 

El análisis de ligamiento y el cálculo de las frecuencias de recombinación se computaron 

de acuerdo con Bailey (1961) como se explica a continuación. 

Se evaluó la presencia o ausencia del marcador molecular en estudio para cada uno de los 

genotipos de las distintas poblaciones. Se analizaron sólo las bandas claramente visibles y 

los casos dudosos se excluyeron en el procesamiento posterior de los datos. La resistencia 

se trató como otro marcador segregante simple, estando presente en los individuos 

resistentes y ausente en los susceptibles. 

Para comprobar que los valores observados correspondían o no a un fenómeno de 

ligamiento entre el marcador y el carácter, se realizó la prueba de χ2, sobre los datos de la 

matriz de genotipos obtenida, considerando que los caracteres segregan de manera 

independiente (es decir, ajuste a la proporción 1:1:1:1). 
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Posteriormente, para probar si cada par de alelos del marcador (presencia(1)/ausencia(0)) y 

del carácter (resistencia(R)/susceptibilidad(S)) se comportaban correctamente desde el 

punto de vista de segregación genética mendeliana, se realizaron sendas pruebas de χ2 para 

la segregación en los loci 1,0 y R,S. 

Luego se calculó la frecuencia de recombinación (RF) entre el marcador y el gen de 

resistencia, realizando el cociente entre el número de individuos recombinantes y el total 

de individuos analizados. 

Se utilizó el programa MAPMAKER/EXP v. 3.0 (Lander y col., 1987), para calcular la 

distancia genética entre el marcador y el carácter, y para la obtención de un mapa de 

ligamiento de los marcadores y el gen de resistencia, con un valor de LOD≥3. Las 

distancias genéticas se estimaron empleando la función de mapa de Kosambi (Kosambi, 

1944). Esta función no sólo considera los posibles dobles entrecruzamientos sino que 

también tiene en cuenta el fenómeno de interferencia y es la comúnmente usada para la 

construcción de mapas de ligamiento de marcadores moleculares. 

 

6.18.2. Análisis de secuencias nucleotídicas 

 

Análisis de secuencias: edición y alineamiento 

 

El análisis, la edición y la superposición de las secuencias se realizó empleando el 

programa BioEdit® (Tom Hall, http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) 

disponible públicamente. 

 

Análisis comparativo: similitud y homología 

 

Las secuencias se compararon contra bases de datos internacionales de nucleótidos vía 

internet usando los algoritmos BLAST2 (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul y 

col., 1990) y/o FASTA (FastA, Lipman y Pearson, 1985 y 1988). Los parámetros 

utilizados para los análisis fueron aquellos que los portales de acceso utilizan por defecto. 

Las bases de datos de secuencias (Nucleotide Sequence Databases) internacionales (de 

Europa, EUA y Japón) consultadas fueron:  

EMBL-EBI, European Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatics Institute, 

http://www.ebi.ac.uk/ 

GenBank del NCBI, Nacional Center for Biotechnology Information, 
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 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

DDBJ, DNA Data Bank of Japan, del CIB-DDBJ/NIG Center for Information Biology and 

DNA Data Bank of Japan/ National Institute of Genetics http://www.ddbj.nig.ac.jp/ 

 

Análisis y construcción de secuencias ensambladas (contigs) 

 

El ensamblado de secuencias y la formación de secuencias consenso se realizó empleando 

el programa CAP3 (Huang y Madan, 1999) disponible a través de internet utilizando los 

parámetros que se presentan por defecto (http://genome.cs.mtu.edu/cap/cap3.html). El 

alineamiento múltiple de secuencias se realizó empleando el programa ClustalW 

(Thompson y col., 1994) disponible por la misma vía (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).  

 

Análisis de secuencias: envió de secuencias a bases de datos 

 

El envío de información de secuencias para su almacenamiento y disponibilidad pública en 

las bases de datos internacionales se realizó siguiendo las indicaciones descriptas en dichas 

bases, obteniendo un número de acceso de la secuencia enviada. En particular, la secuencia 

generada se depositó en la base de datos GenBank (Submission of sequence information, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). 

 

Análisis de sitios de restricción y diseño de iniciadores de PCR específicos para 

secuencias de interés. 

 

El análisis de la presencia de sitios restricción en las secuencias se realizó empleando el 

programa NEBcutter V2.0 (Vincze y col. 2003) disponible públicamente en internet 

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). 

El diseño de iniciadores específicos para reacciones de PCR a partir de secuencias se 

realizó empleando el programa Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000) accesible por la misma 

vía (http://www.embnet.sk/cgi-bin/primer3_www.cgi ) y utilizando los parámetros por 

defecto. 

 

Otras bases de datos consultadas: 

 

Se consultaron bases de datos específicas de la familia Solanaceae, ya sea para la 
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comparación de secuencias como para la búsqueda de marcadores en mapas de ligamiento 

públicos y en bases de datos. Estas fueron: 

 

PoMaMo Database -Potato Maps and More: http://gabi.rzpd.de/projects/Pomamo/ 

 

Solanaceae Genomics Network: http://sgn.cornell.edu/ 

 

NSF Potato Genome Project: http://www.potatogenome.org/nsf5/databases_resources/ 

 

Potato Simple Sequence Repeats (SSR), Query the Potato Simple Sequence Repeat DB: 

http://www.tigr.org/tdb/potato/SSR/query_potato.shtml 

 

Catálogo online de marcadores AFLP que cubren el genoma de papa: 

https://cbsgdbase.wur.nl/UHD/ 

(anteriormente: http://www.spg.wau.nl/pv/aflp/catalog.htm) 

 

Mapa Ultradenso de papa, Ultra High Density Map: https://cbsgdbase.wur.nl/UHD/ 

(anteriormente: http://potatodatabase.dpw.wau.nl/UHDdata.html) 

 

TIGR Plant Gene Index: http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html 

 

TIGR Solanaceae Genomics Resource: http://www.tigr.org/tdb/sol/ 

 

Solanaceae Disease Resistance (SOLAR) Gene Database: 

http://www.tigr.org/tdb/potato/disease_db/candidates.shtml 

 

Potato Genome Sequencing Consortium: http://potatogenome.net 
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7. RESULTADOS 
 

 

7.1. Evaluación fenotípica de las poblaciones por su resistencia a la infección con PVX 

MS 

 

Se analizaron tres poblaciones de S. commersonii, obtenidas a partir de cruzamientos entre 

un genotipo resistente y tres genotipos susceptibles, procedentes de la EEA INTA-

Balcarce. El análisis fenotípico consistió en determinar mediante la técnica de ELISA el 

grado de infección de las plantas inoculadas con PVX MS.  

Se infectaron un mínimo de 3 y un máximo de 5 plantas por genotipo. En los mismos 

ensayos se incluyeron plantas susceptibles control del cultivar Huinkul MAG (que no porta 

genes de resistencia a PVX conocidos). Las concentraciones de virus alcanzadas por los 

individuos susceptibles fueron muy diferentes a las mostradas por los resistentes, 

permitiendo una determinación certera del fenotipo. Los valores para los individuos 

resistentes se mantuvieron en un rango de entre 10 y 40 ng de PVX/pocillo mientras que 

los correspondientes a los individuos susceptibles estuvieron entre 1.000 y 3.000 ng de 

PVX/pocillo, coincidiendo con los resultados obtenidos para los controles susceptibles. Un 

genotipo se consideró susceptible, si en al menos uno de sus clones ensayados se detectaba 

virus en concentración semejante al control Huinkul MAG (para más detalles ver Martinez, 

1997). 

El análisis de la progenie de los tres cruzamientos, mostró una segregación que ajusta a una 

proporción fenotípica 1R:1S para el carácter resistencia extrema a PVX MS (Tabla 7).  

 
Tabla 7: Proporción fenotípica observada de las tres poblaciones. Se indican los parentales de cada 
cruzamiento de acuerdo con la denominación de INTA-Balcarce. 

Población Progenitores Progenie χ2 
 Resistente Susceptible Resistente Susceptible 1R:1S 

78 B8R-5138 B7F-5138 26 24 0,04 (p>0,05)  
93 B8R-5138 19.5138 19 32 2,40 (p>0,05)  

1007 B8R-5138 6.5138 8 8 0,00 (p>0,05)  
 

Estos resultados indican que la resistencia extrema a PVX MS presente en S. commersonii 

está dada por un gen único y dominante. De acuerdo con la nomenclatura propuesta por 

Valkonen (1996), a este gen se lo denominó Rxcmm.  
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El análisis fenotípico muestra que el gen Rxcmm estaría presente en estado heterocigota en el 

parental resistente compartido por las tres poblaciones y pone de manifiesto la existencia 

de dos clases genotípicas en la progenie de los cruzamientos: resistente heterocigota (Rr) y 

susceptible homocigota (rr). 

 

7.2. Análisis de segregación en mezclas de ADN (BSA: Bulked Segregant Analysis) 

 

Para identificar marcadores específicamente ligados al alelo de resistencia, se utilizó la 

estrategia de análisis de grupos de segregantes o análisis de segregantes agrupados (BSA: 

bulked segregant analysis) descripta por Michelmore y col. (1991) y Giovannoni y col. 

(1991). 

En este trabajo se utilizó la técnica de BSA para buscar marcadores ligados al gen Rxcmm 

utilizando distintas técnicas de marcadores moleculares, generando así pares de bulks de 

ADN de individuos resistentes y susceptibles a PVX. Dentro de cada grupo o bulk de 

ADN, los individuos serán idénticos para la región genómica alrededor del gen de 

resistencia extrema (Rx) a PVX MS, pero diferentes para el resto de los loci del genoma. 

Al realizarse la mezcla de ADN de diferentes individuos, se homogeneiza el fondo 

genético que finalmente será semejante para ambos grupos. Por este motivo, los 

marcadores que aparezcan como polimórficos entre los dos grupos estarán generalmente 

ligados al gen Rxcmm responsable del carácter resistencia extrema a la infección por PVX 

MS. Posteriormente, se debe confirmar en la población segregante que existe ligamiento 

entre el marcador obtenido por esta técnica y el gen Rx estudiado. 

Los datos fenotípicos obtenidos se emplearon para la construcción de las distintas mezclas 

de ADN (bulks) a partir de individuos de la población 78. El análisis fenotípico realizado 

muestra que los bulks resistentes estarían compuestos por individuos heterocigotas para el 

gen de resistencia y los bulks susceptibles por individuos homocigotas. En estas 

condiciones, debido a que la región del ADN homóloga al Rx del parental susceptible está 

también presente en el pool resistente, se espera que sólo los marcadores ligados en cis con 

el gen de resistencia puedan ser identificados en el presente trabajo. 

El número de genotipos incluido en cada bulk fue estudiado y definido para las 

metodologías de RAPD y AFLP en un trabajo anterior del cual esta tesis es continuación 

(Martinez, 1997). 

Debe recordarse que para encontrar marcadores ligados por este método, los bulks no 

deben estar formados por pocos individuos (porque implicaría la detección de un gran 
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número de marcadores falsos positivos debido al azar), ni de demasiados individuos 

(porque la sensibilidad de detección del ADN procedente de un único individuo se vuelve 

limitante y porque la “ventana” de ligamiento alrededor del locus que se desea mapear se 

vuelve muy pequeña, reduciendo la probabilidad de encontrar marcadores ligados) 

(Michelmore y col., 1991). La optimización de estos parámetros difiere según la técnica de 

marcadores moleculares utilizada, entre otras variables. Estos aspectos fueron abordados 

en el trabajo previo (Martínez, 1997). 

El análisis de RAPD se realizó con la mezcla de ADN de 11 individuos resistentes (bulk 

B2R) y 10 individuos susceptibles (bulk B2S) a PVX MS, mezcladas en cantidades 

equimolares. Para AFLP se utilizó el ADN mezclado de 24 individuos resistentes (bulk 

B3R) y 21 individuos susceptibles (bulk B3S) al PVX MS, mezclados también en 

cantidades equimolares. 

Para las demás metodologías de marcadores moleculares (RFLP, CAPS, SCAR, SSR), se 

emplearon los bulks B2R y B2S o B1R y B1S (de 7 individuos resistentes y 5 susceptibles 

al PVX MS, respectivamente, mezclando cantidades equimolares de ADN) de acuerdo con 

el nivel de detección de polimorfismo buscado. En ese sentido, el empleo de los bulks de 

menor número de individuos implica la obtención de una mayor cantidad de polimorfismos 

que pueden no estar asociados al carácter en estudio (falsos positivos) (Martínez, 1997). 

Los bulks B3R y B3S incluyen los individuos de los bulks B2R y B2S y estos últimos 

incluyen los individuos de los bulks B1R y B1S correspondiendo todos a la población 78 

de S. commersonii. 

En el análisis con las distintas metodologías de marcadores, debido a que se careció de los 

individuos parentales de los cruzamientos, éstos no pudieron ser analizados junto con los 

bulks. 

 

7.3. Análisis de segregantes agrupados (BSA) empleando marcadores ligados a otros 

genes de resistencia a PVX ya mapeados. 

 

Con la información disponible de otros genes de resistencia a PVX ya localizados 

cromosómicamente, se decidió emplear marcadores ligados a los mismos para determinar 

si Rxcmm colocalizaba con alguno de dichos genes siendo, potencialmente, un alelo de éstos.  

A partir de los genes de resistencia extrema Rx1 y Rx2 localizados en cromosoma XII y V 

respectivamente (Ritter y col., 1991), se analizaron marcadores de tipo RFLP mediante el 

empleo de las sondas GP21 (cromosoma V), GP34, CP60, CP66, (cromosoma XII) cedidas 
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por la Dra. C. Gebhardt, Max-Planck-Institut für Züchtungsforschung, Köln, Alemania). 

Estas sondas se hibridaron sobre el ADN de los bulks B2R y B2S (11 y 10 individuos, 

respectivamente) digerido con 10 enzimas de restricción (XhoI, HinfI, DdeI, HindIII, DraI, 

EcoRI, StyI, EcoRV y BamHI). El análisis con estos marcadores RFLP ligados a los genes 

de resistencia extrema Rx1 y Rx2 resultaron monomórficos entre los bulks resistente y 

susceptible (Figura 9). 

 
Figura 9. Análisis mediante RFLP de los bulks resistente (R) y susceptble (S) empleando las enzimas de 
restricción XhoI, HinfI, DdeI, HindIII, DraI, EcoRI, XbaI, StyI, EcoRV y BamHI (1 al 10). 
Autorradiografía de los perfiles de RFLP obtenidos con la sonda GP34 marcada radioactivamente. 

 

Por otra parte, se ensayaron los marcadores tipo CAPS, SPUD237 y GP21, asociados al 

gen de resistencia hipersensible al PVX, Nb, localizado en cromosoma V (De Jong y col., 

1997). Estos marcadores se analizaron sobre los bulks B2R y B2S mediante el empleo de 

PCR y posterior corte con la enzima de restricción AluI que revelaba el polimorfismo 

según se describe en el trabajo original (De Jong y col., 1997), y también se emplearon 

otras enzimas de restricción que reconocen 4 bases (MboI, MseI, MspI, RsaI y TaqI) para 
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analizar exhaustivamente posible variaciones en la secuencia obtenida entre los bulks de S. 

commersonii. Los marcadores CAPS ligados al gen de resistencia hipersensible Nb, 

resultaron monomórficos entre los bulks resistente y susceptible.  

Estos resultados pusieron en evidencia la posibilidad de que el gen de resistencia extrema a 

PVX MS presente en S. commersonii estuviera localizado en una posición del genoma 

diferente a la de los genes de resistencia previamente descriptos. 

 

7.4. Análisis de segregantes agrupados (BSA) con marcadores RAPD 

 

Se empleó la técnica de RAPDs ajustada previamente empleando la ADN polimerasa 

termoestable fragmento Stoffel (Martínez, 1997). Esta enzima carece de actividad 5’-3’ 

exonucleasa y se emplea frecuentemente en estudios de mapeo mediante RAPD debido a 

que asegura una mayor reproducibilidad (Sobral y Honeycutt, 1993). 

Con el objeto de identificar polimorfismos en el patrón de bandas amplificadas, ligados 

únicamente al alelo de resistencia, los bulks B2R y B2S (11 y 10 individuos, 

respectivamente) se analizaron mediante la técnica de RAPD. El tamaño de los bulks 

empleados, se determinó empíricamente en base al nivel de detección (Giovannoni y col., 

1991; Michelmore y col., 1991; Martínez, 1997). 

Se probó un total de 340 iniciadores (10 pb de longitud), 80% de los cuales mostraron 

productos de amplificación, obteniéndose un promedio de 5 bandas nítidas (de 2 a 9 loci) 

por iniciador (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 10. Perfiles de RAPD obtenidos con 12 iniciadores (N01 a N12) y los bulks B2R (R) y B2S (S) 
utilizados como templado. Electroforesis en gel de agarosa 1,5%, TBE 1X, teñido con BrEt. 
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Considerando a cada banda como un locus independiente, se analizó un total de 1.400 loci 

mediante esta técnica. 

De los iniciadores analizados ninguno reveló fragmentos polimórficos entre los bulks que 

estuvieran ligados a la resistencia. 

 

7.5. Análisis de segregantes agrupados (BSA) con marcadores AFLP 

 

Para aplicar la metodología de AFLP, se emplearon las condiciones ajustadas previamente 

empleando los bulks B3R-B3S ya que presentaban un fondo genético más homogéneo y, 

en consecuencia, una menor probabilidad de aparición de falsos positivos mediante esta 

metodología (Martinez, 1997). 

Se generaron perfiles de AFLP empleando 165 combinaciones de iniciadores EcoRI/MseI. 

Estas combinaciones corresponden al empleo de 11 iniciadores EcoRI+3 y 15 iniciadores 

MseI+3, la mayoría de las cuales (90%) mostraron amplificación con un promedio de 50 

bandas (entre 50 y 700 pb de tamaño) por combinación. Considerando cada fragmento de 

AFLP como un locus independiente, sin tener en cuenta posibles alelismos entre diferentes 

fragmentos, se analizaron aproximadamente 8.250 loci. 

Los patrones de bandas de AFLP mostraron ser altamente reproducibles en concordancia 

con los resultados obtenidos previamente (Martínez, 1997).  

Entre las combinaciones de iniciadores analizadas, 10 evidenciaron bandas polimórficas 

nítidas entre los bulks. Estos polimorfismos fueron absolutamente reproducibles en los 

diferentes ensayos. 

Para cuantificar el grado de ligamiento entre los marcadores polimórficos hallados y el 

locus de interés, se analizó posteriormente la población segregante a partir de la cual se 

generaron los bulks. Así, los marcadores polimórficos se evaluaron en forma individual, 

realizando amplificaciones de AFLP sobre el ADN de cada segregante de la población 78. 

De esta manera, se determinó la frecuencia de la presencia de la banda polimórfica entre 

los individuos resistentes y entre los susceptibles, estimándose el grado de ligamiento entre 

el marcador y el gen de resistencia. Se observó que para cada combinación de iniciadores, 

los patrones de bandas de los bulks se correspondían con los que presentaban los 

segregantes. Este análisis permitió descartar 9 marcadores no ligados al carácter de interés. 
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7.6. Un marcador de AFLP ligado al gen Rxcmm  

 

Con la combinación de iniciadores E38M42 (E-ACT/M-AGT) se obtuvo el marcador 

asociado más cercano al carácter de interés, es decir, una banda de aproximadamente 500 

pb presente en el bulk resistente y ausente en el bulk susceptible. A este marcador se lo 

denominó E38M42(500).  

Este marcador se evaluó en la progenie de la población 78 como así también en las otras 

dos poblaciones disponibles. Los resultados se muestran en la Tabla 8. 

 
Tabla 8. Análisis estadístico del grado de ligamiento entre el marcador E38M42(500) y el gen Rxcmm. 
Poblaciones, frecuencias fenotípicas, valores de χ2 para la prueba de bondad de ajuste a las proporciones 
esperadas 1:1 (χ2 RS, χ2 1 0) y 1:1:1:1 (χ2 1:1:1:1), y la frecuencia de recombinación entre los loci. 
 
Población Fenotiposa χ2 R S χ2 1 0 χ2 

1:1:1:1 

Frecuencia de 

recombinación R1 R0 S1 S0 

78 26 0 3 15 1,45b 4,45b 38,72c 0,068 

93 11 2 5 11 0,31b 0,31b 8,38c 0,241 

1.007 6 0 6 2 0,28b 7,14c 7,71c 0,428 

Total 43 2 14 28 0,10b 8,38c 43,25c 0,183 
a Fenotipos: R 1: resistente y presencia de marcador; R 0: resistente y ausencia de marcador; S 1: susceptible 
y presencia del marcador; S 0: susceptible y ausencia del marcador.b p>0,05; c p<0,05. 
 
Se comprobó que los pares de alelos para el marcador y el gen de resistencia se 

comportaron correctamente desde el punto de vista genético de segregación mendeliana. 

En ese sentido, se puede observar que el comportamiento del par de alelos 

(resistencia/susceptibilidad) correspondiente al carácter de interés, ajustó a la segregación 

esperada para las tres poblaciones. Lo mismo ocurrió para el marcador (presencia/ausencia 

de banda), mostrando para la población 1007 cierta distorsión en la segregación 

probablemente causada por el bajo número de individuos que fue posible analizar en la 

misma.  

Como se puede observar, para las tres poblaciones la segregación obtenida difirió 

significativamente de la razón 1:1:1:1 esperada. Así la segregación observada no se ajustó 

al modelo teórico de independencia y por lo tanto se pudo aceptar la existencia de un 

fenómeno de ligamiento del marcador estudiado con el gen de interés. Debido a que las 

poblaciones 78, 93 y 1.007 constituyen la progenie del mismo padre resistente (todos los 

individuos son, por lo menos, medios hermanos entre sí) y dado que la segregación 

fenotípica observada para el carácter de resistencia ajustó a la proporción 1:1 para cada una 
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de las tres poblaciones, fue posible agrupar los datos y tratarlas como una única gran 

población (designada en la Tabla 8 como "Total") para así aumentar el número de 

individuos analizados y, como consecuencia, la confiabilidad estadística de las 

conclusiones. El análisis de esta población “Total” mostró ajuste a las proporciones 

fenotípicas esperadas para el carácter y distorsión en la segregación para el marcador 

debido al efecto de la población 1007. El tratamiento de las tres poblaciones de manera 

conjunta también permitió rechazar la hipótesis de independencia del marcador y el 

carácter, confirmando el fenómeno de ligamiento. 

Como se puede observar las clases R1 y S0 son mayoritarias, con lo cual, el marcador se 

encontró ligado en fase de acoplamiento. Posteriormente, se obtuvieron los porcentajes de 

recombinación. Para la población 78, dada la existencia de 3 individuos recombinantes 

(susceptibles con presencia de banda, ver Figura 11) el marcador E38M42(500) se 

encontró ligado a 6,8% de recombinación  

Esta frecuencia de recombinación se transformó en distancias de mapa empleando el 

programa MAPMAKER v.3.0 (Lander y col., 1987) y la función de mapa de Kosambi 

(Kosambi, 1944). La distancia resultante entre el marcador E38M42(500) y el gen de 

resistencia Rxcmm fue de 6,9 cM (LOD=8,49). 

El empleo de marcación radiactiva del iniciador E38 en el protocolo de AFLP también 

permitió la observación del marcador E38M42(500), poniendo en evidencia que el 

fragmento de interés tendría un extremo de tipo EcoRI. En caso contrario, el mismo no 

hubiera sido observable por el método radiactivo. 

Se analizó si la combinación de iniciadores de AFLP E38M42 (E-ACT/M-AGT) había 

sido evaluada en la generación del mapa ultradenso de marcadores (Ultra High Density 

Map) de papa diponible públicamente (http://cbsgdbase.wur.nl/UHDdata.html, Van Os y 

col., 2006). Esta combinación no fue analizada en este mapa, por lo que no se pudo obtener 

información adicional que hubiera sido útil para referenciar la localización del gen Rxcmm. 

Posteriormente, se intentó clonar este marcador de AFLP para transformarlo en un 

marcador tipo SCAR. Si bien se realizaron varios intentos empleando distintos métodos 

para el aislamiento, purificación y clonado del fragmento de interés (ver Materiales y 

Métodos, 6.12.1.) no se obtuvieron resultados favorables y se decidió proseguir con el 

empleo de otras metodologías para la obtención de nuevos marcadores ligados al carácter 

de resistencia. 
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Figura 11. Análisis de los segregantes de la población 78 y los bulks B3R (BR) y B3S (BS) con la combinación de iniciadores E38M42. La banda de interés se indica 
con una flecha. R: individuos resistentes, S: individuos susceptibles, *: Individuos recombinantes. Perfiles de AFLP visualizados mediante tinción con plata. 
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7.7. Análisis de grupos de segregantes (BSA) mediante RGAs 

 

Con el objetivo de identificar otros marcadores asociados al carácter resistencia a PVX 

MS, se emplearon marcadores RGA. Para ello, se utilizaron las diferentes combinaciones 

de iniciadores empleadas en papa por Leister y colaboradores (1996) para la amplificación 

de este tipo de marcadores. Las combinaciones de iniciadores se denominaron C1 (s1+as1), 

C2 (s1+as3), C3 (s2+as1) y C4 (s2+as3) (ver Materiales y Métodos, Tabla 4) y se 

emplearon los bulks B1R y B1S como templado. 

En el inicio, los productos de amplificación se resolvieron mediante electroforesis en geles 

de agarosa. Esto mostró diferentes patrones de amplificación para cada una de las 

combinaciones de iniciadores, con un promedio de 4 bandas claramente visibles en un 

rango de tamaño de 200 a 500 pb. Este análisis no mostró bandas polimórficas entre los 

bulks (Figura 12). 

 

 
Figura 12. Análisis de los bulks B1R (R) y B1S (S) con las combinaciones de iniciadores de RGAs, 
C1 (s1+as1), C2 (s1+as3), C3 (s2+as1) y C4 (s2+as3). MW: marcador de peso molecular, 
fragmentos en pb. Electroforesis en gel de agarosa 1%, TAE 1X, teñido con EtBr. 
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Se decidió resolver los productos de amplificación mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida de alta resolución visualizados mediante tinción con plata. Con esta técnica 

más resolutiva se obtuvo un patrón de amplificación más amplio con más de 50 bandas 

para cada combinación de iniciadores. Esta complejidad inesperada en el perfil de 

amplificación derivada del alto número de fragmentos obtenidos dificultó la detección 

precisa de bandas polimórficas. Empleando la combinación C1 (s1+as1), se observaron 

patrones de amplificación sutilmente diferentes entre los bulks. Las combinaciones C2, C3 

y C4, las cuales involucraban al menos un iniciador que presenta bases inosina en su 

secuencia, mostraban patrones con un fondo oscuro (alto background) interfiriendo con la 

lectura de las bandas. Este fenómeno no pudo ser mejorado mediante modificaciones en los 

distintos parámetros o condiciones de la PCR. Por lo tanto, se decidió profundizar el 

estudio empleando la combinación C1. Así, se agregó una base extra en el extremo 3' de 

cada uno de los iniciadores, generándose 4 iniciadores s1+1 y 4 iniciadores as1+1 (siendo 

+1= A, C, G o T; respectivamente). Estas 16 combinaciones se utilizaron en nuevas 

reacciones de amplificación. Se obtuvieron nuevos patrones de amplificación que 

curiosamente no presentaban una marcada reducción en el número de bandas comparado 

con el patrón originalmente obtenido con la combinación s1/as1 y los perfiles de 

amplificación eran marcadamente diferentes entre las 16 combinaciones analizadas 

(Figura 13). 

Mediante esta aproximación experimental se obtuvo un promedio de 50 bandas claramente 

detectables. Considerando a cada banda como un locus independiente, se analizaron 800 

loci (potenciales RGA) mediante esta técnica. 

Mediante el empleo de los iniciadores con una base extra se detectaron dos combinaciones, 

s1+A/as1+T y s1+G/as1+T, que revelaron fragmentos polimórficos entre los bulks. Así, la 

combinación s1A/as1T reveló un fragmento de 600 pb presente en el pool resistente y 

ausente en el susceptible. De la misma forma, la combinación s1+G/as1+T reveló un 

fragmento de 400 pb presente en el pool resistente y ausente en el susceptible.  

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

91 

 

 

 
Figura 13. Análisis de los productos de amplificación obtenidos con las 16 
combinaciones de iniciadores de RGAs s1+1/as1+1 comparando los bulks B1R 
(R) y B1S (S). A: s1+A/as1+A, B: s1+A/as1+T, C: s1+G/as1+T, D: 
s1+A/as1+C, E: s1+C/as1+A, F: s1+C/as1+C, G: s1+C/as1+G, H: s1+C/as1+T, 
I: s1+G/as1+A, J: s1+G/as1+C, K: s1+G/as1+G, L: s1+A/as1+G, M: 
s1+T/as1+A, N: s1+T/as1+C, O: s1+T/as1+G, P: s1+T/as1+T. Electroforesis en 
gel de poliacrilamida desnaturalizante revelado mediante tinción con plata. 
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7.8. Dos marcadores RGA ligados al gen Rxcmm  

 

Los marcadores polimórficos identificados se analizaron de manera individual en la 

población 78 sobre los individuos segregantes para el carácter de interés. Para realizar el 

análisis de cosegregación se utilizaron los iniciadores que originaron los polimorfismos 

para realizar amplificaciones sobre el ADN de los individuos segregantes y verificar el 

ligamiento. Como resultado, el marcador de RGA generado por la combinación s1G/as1T 

que mostraba una banda de aproximadamente 400 pb presente en el bulk resistente y 

ausente en el susceptible, reveló 8 recombinantes en 40 individuos con amplificación 

positiva (Figura 14). 

 

 

FFigura 14. Perfiles de amplificación de RGAs de 17 individuos segregantes usando 
la combinación s1G/as1T. Se indican los individuos resistentes (INDIVIDUOS 
RESISTENTES, 1 a 9) y susceptibles (INDIVIDUOS SUSCEPTIBLES, 10 a 17). El 
asterisco (*) indica el individuo recombinante. El fragmento de RGA de interés se 
destaca mediante una flecha. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante 
revelado mediante tinción con plata. 

 

La combinación de iniciadores s1+A/as1+T mostró un fragmento presente en el pool 

resistente y ausente en el susceptible de aproximadamente 600 pb. Este marcador de interés 

se analizó luego en los individuos segregantes para la resistencia a PVX de la población 78 

evidenciando 9 recombinantes en el total de 41 individuos que mostraron amplificación 

(Figura 15).  
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Figura 7. Perfiles de amplificación de RGAs de 41 individuos segregantes usando la combinación 
s1+A/as1+T. Se indican los individuos susceptibles (INDIVIDUOS SUSCEPTIBLES, 1 a 24) y resistentes 
(INDIVIDUOS RESISTENTES, 25 a 41). Los individuos recombinantes se indican con un asterisco (*). El 
fragmento de RGA de interés se destaca mediante una flecha. Electroforesis en gel de poliacrilamida 
desnaturalizante revelado mediante tinción con plata. 

 

El análisis estadístico del marcador RGA s1+G/as1+T mostró que tanto la segregación del 

carácter como la del marcador se comportaba correctamente desde el punto de vista 

genético mendeliano (χ2
1R:1S=2,5 y χ2

1(1):1(0)=0,9; p>0,05). La prueba de independencia 

permitió aceptar un fenómeno de ligamiento entre el marcador RGA s1+G/as1+T y el 

carácter resistencia a PVX MS (χ2 1(R1):1(R0):1(S1):1(S0)=17,8; p<0,05) a una frecuencia de 

recombinación de 0,20. 

De la misma forma, el análisis para el marcador RGA s1+A/as1+T mostró que tanto la 

segregación del carácter como la del marcador se comportaba correctamente desde el punto 

de vista genético mendeliano (χ2
1R:1S=1,97 y χ2

1(1):1(0)=1,19; p>0.05). La prueba de 

independencia permitió aceptar un fenómeno de ligamiento entre este marcador y el 

carácter en estudio (χ2 1(R1):1(R0):1(S1):1(S0)=16,07; p<0,05) a una frecuencia de recombinación 

de 0,22. 

Las frecuencias de recombinación halladas se transformaron en distancias de mapa 

empleando el programa MAPMAKER v. 3.0 (Lander y col., 1987) y la función de mapa de 

Kosambi (Kosambi, 1944). 

El marcador RGA s1+G/as1+T se encontró ligado al gen de resistencia extrema Rxcmm a 

PVX MS a una distancia de 21,2 cM (LOD=3,35). 

El marcador RGA s1+A/as1+T se encontró ligado al gen de interés a una distancia de 23,6 

cM (LOD=3). 
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7.9. Análisis mediante marcadores AFLP-RGA 

 

Se ensayó la metodología de AFLP-RGA (Hayes y Saghai-Maroof, 2000) en la cual se 

realiza todo el protocolo de AFLP pero en el paso de amplificación final se emplea un 

iniciador de AFLP (en general, los derivados del sitio EcoRI) combinado con un iniciador 

de RGA, en lugar de dos iniciadores +3 (EcoRI/MseI). 

 Debido a los resultados obtenidos en el análisis de RGAs, esta metodología fue levemente 

modificada empleando el iniciador EcoRI+1 y los 8 iniciadores RGA+1 (4 iniciadores 

s1+1 y 4 iniciadores as1+1). Por otra parte, en lugar de emplear detección radiactiva de los 

fragmentos, se utilizó el revelado por tinción con plata. Se realizaron controles de 

amplificación empleando los iniciadores EcoRI+1, as1 y s1 de manera individual. 

Se analizaron los bulks BR1 y BS1 con ocho combinaciones de iniciadores resultando en 

un promedio de 40 bandas por combinación. Considerando a cada banda como un locus 

independiente, se analizaron 320 loci mediante esta técnica (Figura 16). Finalmente, si 

bien se detectaron bandas polimórficas entre los bulks, estas no se encontraron asociadas al 

carácter de interés. 
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Figura 16. Perfiles de de amplificación obtenidos comparando los bulks 
B1R (calle izquierda) y B1S (calle derecha) de a pares, con las 8 
combinaciones de iniciadores EcoRI+1(Eco01) y RGAs s1+1 (s1A, s1C, 
s1G y s1T) y as1+1 (as1A, as1C, as1G y as1T). Se observan los controles 
empleando los iniciadores EcoRI+1(Eco01/Eco01), s1 (s1/s1) y as1 
(as1/as1) de manera individual. Electroforesis en gel de poliacrilamida 
desnaturalizante revelado mediante tinción con plata. 
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7.10. Clonado de los fragmentos RGA polimórficos obtenidos 

 

Una vez identificados los dos marcadores de RGA de interés (ver 7.8.) se procedió a aislar 

y purificar los mismos, partiendo del fragmento cortado del gel de poliacrilamida y 

empleando diferentes métodos. 

Se pudo clonar exitosamente el marcador obtenido con la combinación s1+A/as1+T 

empleando el método 3 (ver 6.12.1 Materiales y Métodos).  

El marcador generado por s1+G/as1+T no pudo ser aislado, aún empleando distintos 

protocolos repetidas veces.  

Posteriormente, el fragmento purificado correspondiente al marcador obtenido con la 

combinación s1+A/as1+T fue clonado en el vector pGEM-T para, luego de la selección y 

caracterización de los clones recombinantes, proceder a su secuenciación. 

 

7.11. Análisis del marcador RGA(584) 

 

7.11.1 Análisis de la secuencia del fragmento RGA clonado 

 

Luego de realizar los controles pertinentes (digestión con enzima de restricción, análisis 

del tamaño del fragmento liberado, amplificación del fragmento con los iniciadores 

específicos y análisis del producto amplificado) se procedió a secuenciar el marcador 

generado por s1+A/as1+T. La secuencia definió el tamaño del fragmento en 584 pb. Se 

decidió llamar a este marcador RGA(584) y la secuencia obtenida fue depositada en la base 

de datos del NCBI con el número AF219941. 

Esta secuencia (sin incluir la secuencia correspondiente a los iniciadores de RGA) se 

comparó con bases de datos de secuencias (GenBank, EMBL, etc) empleando los 

algoritmos BLAST2 (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul y col., 1990) y/o 

FASTA (FastA, Lipman y Pearson, 1985 y 1988) disponibles vía internet. Los parámetros 

utilizados para los análisis fueron aquellos que los portales de acceso utilizan por defecto. 

El mayor grado de identidad se obtuvo con la secuencia (número de acceso al GenBank 

AY007367.1) correspondiente al gen Sw-5 que confiere resistencia al tospovirus TSWV de 

tomate (Tomato Spotted Wilt Virus, conocido como Virus de la mancha negra del tomate). 

La identidad resultante fue del 90% (496 nt coincidentes/550 nt totales). Asimismo, 

presentó similitud (65-80%) con regiones de las secuencias de putativos genes de 

resistencia de tabaco, pimiento, avena, arroz y trigo. También se obtuvo una elevada 
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similitud (86-88%) con secuencias de tipo ESTs de papa (EST617360, EST495256, 

EST614292 y TC130183, Números de acceso al GenBank BQ509945.2, BG596578.1, 

506877.2 y UP/Q941Q8, respectivamente) y tomate (EST341354, Número de Acceso al 

GenBank AW979731.1)  

El alineamiento de las dos secuencias con mayor similitud, resultado del análisis 

bioinformático antes descripto, puede ser observado a continuación (Figura 17).  

 

 
gi|15418711|gb|AY007367.1| Lycopersicon esculentum tospovirus resistance 
protein C (Sw5-c),tospovirus resistance protein D (Sw5-d), and tospovirus 
resistance protein E (Sw5-e) genes, complete cds Length = 59465 Score= 658 
bits (332), Expect = 0.0 Identities = 496/550 (90%), Gaps = 3/550 (0%) 
 
Query: 1     aaaaaatgattcagtatctgattagaggtacaaatgagctagacatcatcccaattatag 60 
             |||||||.|||||||.|||||||||||||||||||||.||||||.|..||||||||.||| 
Sbjct: 39347 aaaaaataattcagtgtctgattagaggtacaaatgatctagacgttgtcccaattgtag 39406 
 
Query: 61    gcatggggggacaagggaaaacgacaattgcaagaaagtggtacaatagtgacaacattg 120 
             ||||||||||||||||||||||.||||||||.||||||..|||||||||||||||||||| 
Sbjct: 39407 gcatggggggacaagggaaaaccacaattgctagaaaggtgtacaatagtgacaacattg 39466 
 
Query: 121   tttctcattttgatgttcgagcatggtgcattgtctcccagacatataaccggagaaagc 180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||.||.|||||.||||||||||||||||||| 
Sbjct: 39467 tttctcattttgatgttcgagcatggtgcatcgtttcccaaacatataaccggagaaagc 39526 
 
Query: 181   tattacaagagatttttagtcaagttacctattccaaggacaagggagatacgtatgaca 240 
             ||||||||||||||||.||||||||||||..||||||||||||||||.||..|.||||.| 
Sbjct: 39527 tattacaagagattttgagtcaagttaccggttccaaggacaagggatatgaggatgata 39586 
 
Query: 241   tccttgctgacatgttgaggaaaagtctactgggaaagagatatctcattgtattggatg 300 
             ||||||||||...||||||||||||..||.||||||||||||||||||||||.||||||| 
Sbjct: 39587 tccttgctgatgagttgaggaaaagcttaatgggaaagagatatctcattgtcttggatg 39646 
 
Query: 301   atatgtgggattgtatggcatgggatgacttaaggctttctttaccag---ttggaaatg 357 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||.||.||||...||||||||. 
Sbjct: 39647 atatgtgggattgtatggcatgggatgacttaaggctttcctttccagattttggaaata 39706 
 
Query: 358   gaagcagaatagtcataacaactcgacttgagaaagtgggtgagcaagtcaagtaccata 417 
             |||||||||||||..|||||||||||||||||||||||||.|||||||||||||.||||| 
Sbjct: 39707 gaagcagaatagtagtaacaactcgacttgagaaagtgggcgagcaagtcaagtgccata 39766 
 
Query: 418   ctgatccttattctcttccattcctcacaacagaagagagttgccaattgttgcagagaa 477 
             ||||||||||.|||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||.|| 
Sbjct: 39767 ctgatccttactctcttccattcctcacaacagaagagagttgcaaattgttgcagaaaa 39826 
 
Query: 478   aagtatttcagcaggaaggttgcccacctaaactacaatatgtgagtctagaaattgcag 537 
             ||||.|||||..||||||.|||.||.|||.||||||||.||||.||||.||.|.|||||| 
Sbjct: 39827 aagtttttcaaaaggaagattgtccgcctgaactacaagatgtaagtcaagtagttgcag 39886 
 
Query: 538   aaaaatgcaa 547 
             |||||||||| 
Sbjct: 39887 aaaaatgcaa 39896 

 

Figura 17. Alineamiento de secuencias nucleotídicas obtenido mediante el algoritmo BLAST2. La 
secuencia de búsqueda (Query) corresponde a la secuencia del marcador RGA(584). La secuencia 
encontrada (Sbjct) corresponde a una región de la secuencia del gen Sw-5 de tomate. Los nucleótidos 
coincidentes se indican con una barra vertical (|). Los nucleótidos no coincidentes se indican con un punto 
(.). Los gaps introducidos en las secuencias se indican con guiones (-). 
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Debido a la similitud del marcador RGA(584) con el EST de papa TC130183, se evaluó en 

este último la posible existencia de un marcador SSR consultando la base de datos de 

TIGR (http://tigr.org/tigr-scripts/sgeb/SSR/query). La secuencia TC130183 no presentó un 

marcador SSR asociado. 

Finalmente, en base a la secuencia del marcador RGA(584), se diseñaron iniciadores 

específicos para posibilitar su evaluación como un marcador tipo SCAR, independizándose 

de las condiciones de análisis de RGA. 

 

7.11.2. Análisis de una genoteca de BAC de S. bulbocastanum con el marcador 

RGA(584) 

 

El laboratorio disponía de una genoteca (BAC library) de S. bulbocastanum, (especie 

silvestre de papa originaria de México y Guatemala), compuesta por 18.432 clones, con un 

tamaño promedio de inserto de 155 kpb y con una cobertura del genoma de 3,57X (tamaño 

estimativo del genoma: 800 Mpb). Se decidió analizar esta genoteca de manera 

exploratoria, mediante hibridación del filtro de alta densidad empleando el marcador 

RGA(584) como sonda marcada radiactivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Análisis de la genoteca de S. bulbocastanum por hibridación del filtro, empleando el 
marcador RGA(584) como sonda marcada radiactivamente. Autorradiografía que permite detectar un 
total de 70 clones positivos. 
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La hibridación de esta sonda heteróloga marcada radiactivamente se realizó a 65°C y los 

lavados posteriores de la membrana se realizaron en condiciones de baja astringencia 

Luego de la exposición a una placa autoradiográfica, se detectaron 70 clones positivos 

(Figura 18).  

Posteriormente, estos 70 clones de interés se purificaron por la técnica de minipreparación 

de plásmidos de alto peso molecular y se analizaron por PCR empleando iniciadores 

específicos para el marcador RGA(584). Este segundo análisis mostró aproximadamente 

un 50% de clones positivos, con un producto de amplificación con distinto grado de 

intensidad y, en algunos casos, presencia de bandas de un tamaño menor al esperado 

(Figuras 19A). Los clones positivos fueron nuevamente analizados por PCR y se 

obtuvieron 32 clones que mostraban la banda del tamaño esperado de aproximadamente 

500 pb pero con diferente intensidad (Figuras 19B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Empleando ambas estrategias (intensidad de hibridación en el filtro de la genoteca y/o 

intensidad de la PCR), se seleccionaron 37 clones positivos. Se procedió de esta manera 

debido a que no se encontró correlación entre intensidad de la señal de hibridación 

empleando el marcador RGA(584) como sonda con la señal de amplificación obtenida 

mediante PCR con iniciadores específicos para dicho marcador, indicando que ambas 

estrategias de análisis pueden ser complementarias y no necesariamente excluyentes. 

Figura 19B. Productos de PCR de 37 clones
seleccionados. Electroforesis en gel de agarosa
1%, TAE 1X, teñidos con BrEt. El producto de
500pb se marca con una flecha. 

Figura 19A. Productos de PCR de los 70 clones
analizados. Electroforesis en gel de agarosa 1%,
TAE 1X, teñidos con BrEt. El producto de 500pb se
marca con una flecha. 
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Para el análisis de fingerprinting, los 37 clones aislados se digirieron con la enzima HindIII 

y luego se realizó un Southern blot hibridando con el marcador de interés. En las Figuras 

20A y 20B se muestra a modo de ejemplo el análisis resultante de 10 clones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este análisis permitió descartar con seguridad clones repetidos debido a que la 

caracterización usando únicamente el fingerprinting con la enzima HindIII era difícil de 

interpretar y no del todo concluyente (Figura 20A). 

Los 14 clones seleccionados fueron: 2O2, 2P9, 3A1, 3D19, 8P23, 13E14, 14O7, 15K21, 

20K1, 21B12, 31E24, 39M16, 41J10 y 48H1. Esta nomenclatura empleada corresponde a: 

el primer número identifica el número de la microplaca de 384 pocillos, la letra 

corresponde a la posición en la fila de la microplaca (de A a P) y el segundo número se 

corresponde con la posición en columna en la misma (de 1 a 24). 

Como parte de la caracterización, los 14 clones se trataron con la enzima de restricción 

NotI que libera los insertos de alto peso molecular. Los productos de la digestión se 

resolvieron mediante electroforesis en campo pulsado (PFGE). Este análisis mostró 

tamaños de insertos entre 50 y 150kb.  

Los 14 clones seleccionados, se emplearon nuevamente como templado en una reacción de 

amplificación usando los oligonucleótidos correspondientes al marcador RGA(584). Los 

Figura 20A. Electroforesis en gel de agarosa 
0,8%, TAE 1X, teñidos con BrEt. ADN de 10 
clones de BAC digeridos con HindIII. 

Figura 20B. Autorradiografía con la 
sonda de marcador RGA(584). ADN de 
10 clones de BAC digeridos con 
HindIII.
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productos de PCR se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa y el fragmento 

del tamaño esperado se aisló y purificó para cada uno de los clones en estudio. Estos 

fragmentos se secuenciaron en un sentido empleando el iniciador 584F. 

Las secuencias obtenidas se analizaron bioinformáticamente. Esto incluyó el análisis visual 

de los cromatogramas específicos y la edición “manual” de las secuencias, el análisis 

comparativo con bases de datos para la búsqueda de similitud y el análisis y construcción 

de secuencias ensambladas (contigs) empleando programas apropiados accesibles mediante 

internet. Los parámetros utilizados para los análisis fueron aquellos que los portales de 

acceso utilizan por defecto. 

El análisis de los cromatogramas y edición de las secuencias empleando el programa 

BioEdit® (Tom Hall, http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) permitió generar 

secuencias de alta calidad para el posterior análisis.  

Así, se obtuvieron las siguientes secuencias depuradas de los clones: 2O2 (451 nt), 2P9 

(431 nt), 3A1 (448 nt), 3D19 (406 nt), 8P23 (122 nt), 13E14 (384nt), 14O7 (122 nt), 

15K21 (450 nt), 20K1 (420 nt), 21B12 (161 nt), 31E24 (231 nt), 39M16 (166 nt), 41J10 

(80 nt) y 48H1 (239 nt). 

En el análisis de similitud empleando el algoritmo BLAST2 (Basic Local Alignment 

Search Tool, Altschul y col., 1990), las secuencias obtenidas mostraron alta identidad 

(90%) con el gen Sw-5 de tomate (AY007367.1) de acuerdo con los resultados de identidad 

del marcador RGA(584). Por otra parte, se obtuvo una elevada identidad (mayor al 90%) 

con dos RGAs aislados de tomate silvestre Lycopersicon hirsutum (rebautizada Solanum 

habrochaites) denominados SS14 y SS20 (Número de acceso al GenBank AF534312 y 

AF534305, respectivamente) (Niño-Liu y col., 2003). 

El análisis de las 14 secuencias utilizando el programa de ensamblado de secuencias CAP3 

(Huang y Madan, 1999), arrojó como rsultado tres secuencias ensambladas (contigs) y tres 

secuencias quedaron como secuencias únicas, sin solaparse (singletons).  

El contig 1 se encontró formado por las secuencias correspondientes a los clones 2O2, 

3D19 y 15K21, cubriendo un total de 452 nt.  

El contig 2 resultó formado por las secuencias correspondientes a los clones 8P23, 14O7 y 

20K1, con una longitud de 421 nt.  

El contig 3 contuvo a las secuencias de los clones 13E14, 21B12, 39M16, 31E24 y 3A1, 

con una longitud de secuencia de 449 nt. 
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De esta forma, se obtuvieron dos contigs con 3 secuencias cada uno y un contig con 5 

secuencias, representativos de 11 secuencias y las tres secuencias restantes quedaron como 

singletons. Estas tres secuencias corresponden a los clones 2P9, 41J10 y 48H1 

Este resultado indicaría la presencia de distintas copias de la secuencia de interés y de 

clones de secuencia relacionada, que podrían corresponder a un mismo locus en el genoma.  

Se realizó el alineamiento múltiple de estas secuencias empleando el programa ClustalW 

(Thompson y col., 1994) conjuntamente con las secuencias: RGA(584) de S. commersonii 

(AF219941), el gen Sw-5 de tomate (AY007367.1) y los dos RGAs aislados de tomate 

silvestre que mostraron alta similitud SS14 (AF534312) y SS20 (AF534305). Este análisis 

mostró una elevada conservación a nivel de nucleótidos entre las 12 secuencias estudiadas. 

El resultado parcial de este alineamiento se observa en la Figura 21.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Alineamiento de secuencias nucleotídicas obtenido mediante el programa ClustalW. Se muestra 
una porción representativa de 180 pb del total de los 450 nt analizados. Las secuencias denominadas 32444, 
39348 y 25182 corresponden a distintas regiones del locus que contiene al gen Sw-5 de tomate 
(AY007367.1), las secuencias SS20 (AF534312) y SS14 (AF534312) corresponden a RGAs de tomate 
silvestre. Las demás secuencias se corresponden a los 3 contigs obtenidos (Contig 1, 2 y 3) y a los 3 
singletons (2P9-RGA584F, 48H1-RGA584F y 41J10-RGA584F). Los gaps o espacios introducidos en las 
secuencias se indican con guiones (-). 

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
2P9-RGA584F        GAGAGAGCT—-TTTACAAGATATCTTTAGTCAAGTTACCTGTTCCAAGGATGAGGGAGAT 110 
ss14               ------------------------------------------------------------ 
Contig3            GAGAATGCT—-TTTACAAGAGATTTTTAGTCAAGTTACCGGTTCCAAGGACAAGGAAGAT 110 
48H1-RGA584F       GAGAAAGCT—-ATTACAAGAGATTTTGAGTCAAGTTACCAATTCCAAGGATAAGGGAGAT 112 
Contig1            GAGAAAGCT—-ATTACAAGAGATTTTGAGTCAAGTTACCAATTCCAAGGATAAGGGAGAT 113 
32444              GAGAAAGCT—-ATTACAACAGATTTTGAGTCAAGTTACCGGTTCCAAGGACAAGGGATAT 232 
39348              GAGAAAGCT—-ATTACAAGAGATTTTGAGTCAAGTTACCGGTTCCAAGGACAAGGGATAT 236 
25182              GAGAAAGCT—-ATTACAAGAGATTTTGAGTCAAGTTACCGGTTCCAAGGACAAGGGGTAT 230 
RGA584             GAGAAAGCT--ATTACAAGAGATTTTTAGTCAAGTTACCTAT—-CAAGGACAAGGGAGAT 227 
41J10-RGA584F      GAGAAGAGC--TTTTCACAAGATAT----------------------------------- 80 
Contig2            GAGAATGCT—-ATTACAAGAGATTTTTAGTCAAGTTCCCAGTCCCAAGGACGAGGGAGAC 110 
SS20               ACATTGACTCATCTACGTGTCATCGCCAGGTCGACTAACTGTCGTTTGTGGTCGTGGATC 107 
                                                                                
2P9-RGA584F        --------------------------TATCCTTGCTGACAAGTTGAGGAAAAGCCTAATG 144 
 
 
2P9-RGA584F        --------------------------TATCCTTGCTGACAAGTTGAGGAAAAGCCTAATG 144 
ss14               ------------------------------------------------------------ 
Contig3            AAGG------------------ATGACATCCTTGCTGACATGTTGAGGAAAAGTCTAATG 152 
48H1-RGA584F       AAGG------------------ATGACATCCTTGCTGATGAGTTGAGGAAAAGCTTAATG 154 
Contig1            AAGG------------------ATGACATCCTTGCTGATGAGTTGAGGAAAAGCTTAATG 155 
32444              GAGG------------------ATGATATCCTTGCTGATGAGTTGAGGAAAAGCTTAATG 274 
39348              GAGG------------------ATGATATCCTTGCTGATGAGTTGAGGAAAAGCTTAATG 278 
25182              GAGG------------------ATGATATCCTTGCTGATGAGTTGAGGAAAAGCTTAATG 272 
RGA584             ACGG------------------ATGACATCCTTGCTGACATGTTGAGGAAAAGTCTACTG 269 
41J10-RGA584F      ------------------------------------------------------------ 
Contig2            AAGGGAGCCAACTCAGCCAAGGATGATGTTCTTGCCGACATGTTGAGGAAAAGACTAATG 170 
SS20               GCCACTTCCTGTCAGATTGTAACTAGACGTTAAACCTCTAACTCACGTCGAGGTCTTAGG 167 
                                                                                
 
 
2P9-RGA584F        GGC----------TCATTGTATTGGATGATATGTGGGATTGTATGGCATGGGATGACTTA 194 
ss14               -------------------TATTGGATGATATGTGGGATTGTATGGCATGGGATGACTTA 41 
Contig3            GGCAAGAGATATCTCATTGTATTGGATGATATGTGGGATTGTATGGAATGGGAAGACTTA 212 
48H1-RGA584F       AGCAACAAATATCTCATTGTATTGGATGATATGTGGCATTTTCTGGCACGGGATGACTTA 214 
Contig1            TGCAAGAGATATCTCATTGTATTGGATGATATGTGGGATTTTATGGCATGGGATGACTTA 215 
32444              GGAAAGAGATATCTCATTGTCTTGGATGATATGTGGGATTGTATGGCATGGGATGACTTA 334 
39348              GGAAAGAGATATCTCATTGTCTTGGATGATATGTGGGATTGTATGGCATGGGATGACTTA 338 
25182              GGCAAGAGATATCTCATTATCTTGGATGATATGTGGGATTGTATGGCATGGGATGACTTG 332 
RGA584             GGAAAGAGATATCTCATTGTATTGGATGATATGTGGGATTGTATGGCATGGGATGACTTA 329 
41J10-RGA584F      ------------------------------------------------------------ 
Contig2            GGAAAGAGATATCTCATTGTCTTGGATGATATGTGGGATTGTATGGCATGGGATGACTTG 230 
SS20               AACATCA-----CTAAAAAATTTCAACATCAAAAAAGCAAAAACTCACAAGGACGTCCAA 222 
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7.12. El marcador RGA(584) como sonda de RFLP 
 

7.12.1. Empleo del marcador RGA(584) como sonda de RFLP en S. commersonii 

 

Luego del análisis a nivel de secuencia del marcador RGA(584) (7.11.1.) se procedió a 

caracterizarlo desde el punto de vista de sus propiedades como sonda de RFLP. De esta 

manera, se lo empleó para detectar polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 

restricción, comparando los patrones de digestión de los bulks resistente (B2R) y 

susceptible (B2S) tratados con las enzimas: HindIII, XhoI, EcoRI, EcoRV, XbaI, DraI, 

BamHI, HinfI, DdeI y StyI. Así, se detectaron polimorfismos claramente observables para 

los patrones obtenidos con las enzimas HindIII y StyI (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22. Análisis mediante RFLP de los bulks resistente (R) y susceptble (S) empleando las 
enzimas de restricción HinfI, DdeI, HindIII, DraI, EcoRI, XbaI y StyI (1 al 7). Autorradiografía 
de los perfiles de RFLP obtenidos con la sonda RGA(584) marcada radiactivamente. 
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Los patrones de RFLP observados, indican que la sonda no correspondería a una secuencia 

repetitiva. Si ese hubiera sido el caso, se deberían haber obtenido varias bandas detectadas 

por la sonda para cada una de las enzimas de restricción empleadas. 

Se decidió enviar el marcador de interés así caracterizado al grupo de la Dra. Christiane 

Gebhardt (Max-Planck-Institut für Züchtungsforschung, Köln, Alemania), con el objeto de 

ubicarlo en un mapa de referencia de papa, mediante el análisis de la población de mapeo 

F1840. Esta población está compuesta por 100 individuos F1, provenientes de un 

cruzamiento entre dos líneas diploides heterocigotas de papa (H82.337/49, P18 parental 

femenino y H80.696/4, P40 parental masculino, híbrido entre S. tuberosum ssp. tuberosum 

y S. spegazzini).  

 

7.12.2. Localización cromosómica del marcador RGA(584) en el mapa de referencia 

de papa. 

 

Luego del empleo del marcador RGA(584) como sonda de RFLP en la población de mapeo 

de referencia, la información proporcionada por la Dra. Gebhardt fue la siguiente: 

1) “que el fragmento detecta una familia de genes, como la mayoría de los fragmentos 

RGA mapeados”, 

2) “que el locus mayor mapea en el cromosoma IX, en una posición distal del mismo, 

y que podría ser sinténico con el Sw-5 (gen de tomate de resistencia a un 

tospovirus, el TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus)”, 

3) “que en el cromosoma IX existe un segundo locus detectado por esta sonda, en una 

región más proximal, entre los marcadores TG105(b) y GP(129)”, 

4) “un tercer locus es detectado en el cromosoma I, cercano al locus S y al locus de 

RGAs St1.2.4(a)”. 

Estos resultados se muestran en la Figura 23, según el esquema enviado por el grupo 

alemán y de acuerdo con el mapa publicado por Leister y col. (1996). 

Se evaluó una segunda población de referencia de S. tuberosum correspondiente al mapa 

ultra denso de papa (UHD: Ultra High Density Map, http://www.dpw.wageningen-

ur.nl/uhd) provista por el Dr. E. Ritter (NEIKER-Tecnalia, España) consistente en los dos 

parentales del cruzamiento (RH y SH) y 90 individuos progenie, disponible como ADN. El 

análisis de marcador RGA(584) como SCAR sobre esta población no reveló polimorfismo 

y, por lo tanto, no fue posible su mapeo en la misma. 
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Figura 23. Representación esquemática del mapeo por RFLP del marcador RGA(584) derivado de S. 
commersonii en los cromosomas I y IX (tomado de Leister y col., 1996 y según la comunicación de la Dra. 
Gebhardt). Las distancias entre los loci marcadores están indicadas en Centimorgan. Los loci identificados 
por el marcador en estudio se muestran en rojo. GP: sondas de ADN genómico de papa, CP: sondas de 
cADN de papa, TG: sondas de ADN genómico de tomate. Loci correspondientes a genes de función 
conocida: PSTR (crom. I), repetición subtelomérica; Sr1 (crom. I), locus de autoincopatibilidad; prp1 (crom. 
IX), cADN relacionado a patogénesis. St: loci identificados por sondas RGA usadas por Leister ycol., (1996). 
Los loci de resistencia a patógenos que fueron identificados en experimentos de mapeo independientes en 
tomate y papa (en negrita) se muestran en sus posiciones aproximadas en base a los marcadores de RFLP de 
referencia. Loci de resistencia a hongos: Cf4 and Cf9 (crom. I), resistencia a Cladosporum fulvum. Loci de 
resistencia a virus: Tm-2a (crom. I), resistencia a virus del mosaico del tabaco; Sw-5 (crom. IX), resistencia al 
virus TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus). Locus de resistencia a bacteria: Ve (crom. IX), resistencia a 
Verticillium. 
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7.13. Búsqueda de marcadores informativos adicionales a partir del mapa de 

microsatélites de papa 

 

Con los datos obtenidos de localización del marcador RGA(584) en el mapa de papa, se 

procedió a identificar aquellos marcadores microsatélites ubicados en los cromosomas I y 

IX para ensayarlos en la población de S. commersonii, siendo éstos de utilidad para 

determinar la localización genómica precisa del gen de resistencia extrema Rxcmm. Se 

seleccionaron los microsatélites STM1029, STM1049, STM2020, STM2030 (de 

comosoma I) y STM0017, STM1008, STM1017, STM1021, STM1051 (de cromosoma 

IX). 

La colección de marcadores microsatélites fue desarrollada originalmente a partir de ADN 

genómico de S. tuberosum (Milbourne y col,. 1998) y, en el caso de analizar especies 

silvestres como S. commersonii, se deben realizar ensayos de ajuste para obtener las 

condiciones de amplificación óptimas, siempre y cuando exista conservación evolutiva de 

las secuencias flanqueantes al microsatélite que sirven como templado de los iniciadores 

específicos. En S. commersonii sólo fue posible ajustar las condiciones de amplificación 

para los microsatélites STM1008 y STM1021 (cromosoma IX) y STM1029 (cromosoma 

I). Para los otros marcadores, no se obtuvieron amplificaciones positivas o se obtenían 

amplificaciones con un gran número de bandas, resultando en patrones complejos y 

difíciles de analizar comparando con el correspondiente ADN testigo de S. tuberosum.  

La comparación de los bulks resistente (B2R) y susceptible (B2S) con los tres marcadores 

SSR STM1008, STM1021 y STM1029 no mostró alelos diferenciales entre los bulks y, por 

lo tanto, estos marcadores no estarían asociados al carácter en estudio. Finalmente, estos 

marcadores no fueron útiles para discernir la posición cromosómica del gen de interés. 

 

7.14. Análisis de homólogos a genes Rx ya clonados 

 

El aislamiento de secuencias homólogas a Rx ya clonados se realizó siguiendo la 

aproximación descripta en Bendahmane y col. (2000) para el clonado del gen Rx2. Este 

autor describe el empleo de una estrategia de amplificación de homólogos a Rx1 

combinada con un sistema de expresión transiente de estos homólogos en plantas de tabaco 

que expresaban la proteína de cápside de PVX (elicitor de la respuesta de resistencia) para 

aislar el gen de resistencia extrema Rx2 (o Rxacl proveniente de S. acaule). De manera 

similar, asumiendo una elevada conservación de secuencia entre los genes Rx se empleron 
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los iniciadores propuestos por dicho autor, que se superponen con los codones de 

iniciación y terminación de la transcripción de Rx1 (abarcando un total de 3245 pb), se 

realizaron reacciones de PCR tendientes a amplificar secuencias homólogas a Rx1 

presentes en S. commersonii.  

Se realizaron reacciones de amplificación sobre los bulks de individuos segregantes 

resistentes y susceptibles (B2R y B2S) y se compararon los patrones de amplificación 

obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa: no se observaron diferencias entre los 

mismos, observándose cuatro bandas de amplificación claramente distinguibles (una menor 

a 0,5 kb; una de 1,5 kb; una de 1,6 kb y una de 3 kb aproximadamente) siendo la banda de 

aproximadamente 3 kb mayoritaria (Figura 24). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Producto de amplificación obtenido 
empleando los iniciadores P-R1 y T-R2 sobre los bulks 
de S. commersonii B2R (R) resistente y B2S (S) 
susceptible. La banda de interés se indica con una flecha. 
C-: control negativo de la PCR. MP: marcador de peso 
molecular, fragmentos en kb, 1 kb size marker 
(Invitrogen). Electroforesis en gel de agarosa 0,8%, TAE 
1X teñido con BrEt. 
 

Con el objetivo de clonar esta banda en su totalidad, se realizaron diferentes ensayos 

probando distintas condiciones de amplificación, diferentes vectores, distintas estrategias 

de ligación y transformación. Sólo se obtuvieron clones con insertos de tamaños inferiores 

al esperado. Finalmente, se decidió analizar un clon que contenía el inserto de mayor 

tamaño de aproximadamente 700 pb. 
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Se realizó un análisis de este fragmento, secuenciándolo en ambos sentidos empleando los 

iniciadores de cada extremo del vector de clonado (pGEM-T). Este análisis reveló la 

presencia de la secuencia de uno sólo de los iniciadores empleados (P-R1) y no de ambos. 

La secuencia obtenida se comparó con bases de datos de secuencias (GenBank, EMBL, 

etc) empleando los algoritmos BLAST2 (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul y 

col., 1990) disponible vía internet. Los parámetros utilizados para los análisis fueron 

aquellos que los portales de acceso utilizan por defecto. 

Este análisis reveló una elevada similitud (E-value=0, Identidad >93%) con las secuencias 

de los genes de resistencia a PVX ya clonados (Rx1 y Rx2), al gen de resistencia a 

nematodos Gpa2 (que se encuentra en el mismo cluster de genes que Rx1 y con el cual 

tiene una elevada identidad) y a secuencias homólogas a dichos genes de resistencia 

(RGCs) que se encuentran adyacentes a estos genes formando clusters. Estas secuencias se 

describen en la Tabla 9. 

 
Tabla 9. Listado de las secuencias obtenidas resultante del análisis comparativo 
con bases de datos realizado con la secuencia homóloga a Rx aislada a partir de S. 
commersonii. cds: coding sequence, secuencia codificante. Longitud de la 
secuencia: corresponde a la longitud completa de la secuencia depositada en bases 
de datos. 

Número de 
Acceso al 
GenBank 

Nombre de la Secuencia Longitud de 
la secuencia  

(pb) 
AJ011801  Solanum tuberosum gen rx (Rx1) 18284 
AF265664  S. tuberosum cluster de genes de resistencia, 

secuencia completa 
187352 

AJ249448  S. acaule gen Rx2.ac15 para proteína NBS-LRR, 
exones 1-3 (Rx2), 

3229 

AF195939  S. tuberosum proteína de resistencia a 
enfermedades, gen Gpa2, cds completa 

10331 

AJ249449  S. tuberosum gen GPA2 para proteína NBS-LRR, 
exones 1-3 

3254 

AF266747  S. tuberosum gen RGC1 (RGC1), cds parcial 3146 
AF266746  S. tuberosum pseudogen RGC3, secuencia 

completa 
2629 

AY090566  S. berthaultii proteína NBS-LRR, pseudogen Rx2-
like, secuencia completa 

2639 

AF421895  S. berthaultii GPA2-like proteína NBS-LRR 
pseudogen, secuencia parcial 

1428 

AF362365  S. chacoense proteína NBS-LRR, proteína Rx2-
like, (Hc1) pseudogen, secuencia parcial 

1334 

AF421898  S. nigrum GPA2-like, gen de proteína NBS-LRR, 
cds parcial 

1432 
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A modo de ejemplo, se muestra en la Figura 25 el alineamiento múltiple resultante 

empleando el programa ClustalW2 (Thompson y col., 1994), de una región de la secuencia 

obtenida con las correspondientes a la de los genes Rx1, Rx2, Gpa2 y el homólogo RGC1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 25. Alineamiento de secuencias nucleotídicas obtenido mediante el programa ClustalW. Se 
muestra una porción representativa de 246 pb del total de los 700 nt analizados.  
T7: secuencia de S. commersonii, giAF195939: Gpa2, AF266747.1: RGC1, AJ011801.1: Rx1 y 
AJ249448.1: Rx2. Los gaps introducidos en las secuencias se indican con guiones (-). Los nucleótidos 
conservados entre las cinco secuencias se indican con un asterisco (*). 

 

7.15. Confirmación de la localización cromosómica del gen Rxcmm mediante el empleo 

de líneas introgresadas de tomate 

 

En función de la elevada identidad encontrada entre la secuencia del marcador RGA(584) 

y las secuencias obtenidas a partir del análisis de la genoteca de BACs con genes de tomate 

(especie muy emparentada con la papa y con un porcentaje muy alto de sintenia con la 

misma), se decidió utilizar una población de referencia internacional de mapeo de tomate 

para corroborar la localización cromosómica del gen de resistencia extrema Rxcmm. 
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Para ello, se emplearon las líneas introgresadas de tomate (Eshed y Zamir, 1994) para 

estudiar la localización del marcador RGA(584) ligado al gen Rxcmm.  

Una “línea introgresada” (se abrevia IL por su nombre en inglés) es una línea de una 

especie cultivada que contiene material genético derivado de una especie similar, por 

ejemplo, una especie salvaje relacionada. En este caso, la colección de ILs de tomate 

corresponde a fragmentos cromosómicos de S. pennellii (especie salvaje, antes denominada 

Lycopersicon pennellii) introgresados en S. lycopersicum (especie cultivada, antes L. 

esculentum). La colección consta de 50 líneas, cada una conteniendo un fragmento 

cromosómico conocido, cubriendo los 12 cromosomas de tomate. El mapa de ILs está 

relacionado con el mapa de alta resolución de tomate compuesto por 1500 marcadores, 

contando con 614 marcadores de referencia (para detalles consultar el sitio 

http://www.sgn.cornell.edu/maps/pennellii_il/index.pl). 

En este contexto, se solicitaron las semillas correspondientes a las ILs (número de acceso 

LA4028 a LA4103) y a los progenitores de las mismas al Tomato Genetics Resource 

Center (TGRC) de la Universidad de California, Davis, EUA. 

Las mismas fueron sembradas en condiciones controladas de invernáculo para obtener 

material verde a partir del cual se realizó la extracción de ADN empleando el método de 

CTAB (Saghai-Maroof y col., 1994). 

A partir del ADN de las líneas parentales S. lycopersicum y S. pennellii se ensayó el 

marcador RGA(584) en condiciones de amplificación por PCR, de tal manera de obtener 

fragmentos ortólogos, en lo posible únicos, para cada una. Las condiciones ensayadas (baja 

exigencia de homología en la reacción de PCR para permitir la hibridación de los 

iniciadores heterólogos) permitieron la amplificación de varios fragmentos, pero no se 

observó un polimorfismo seguro y reproducible en esas condiciones. 

Por lo tanto, se decidió analizar el marcador RGA(584) directamente como sonda de RFLP 

sobre los perfiles de restricción de las líneas parentales. Para ello, se realizó una membrana 

de Southern blot correspondiente a ambas líneas tratadas con cinco enzimas de restricción 

diferentes (HindIII, BamHI, EcoRI y EcoRV) y se sometió a hibridación con el marcador 

de interés. El resultado de este análisis se observa en la Figura 26.  
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Figura 26. Análisis de RFLP 
empleando como sonda el marcador 
RGA(584). Calles impares: S. pennellii. 
Calles pares: S. lycopersicum. 1 y 2: 
EcoRV, 3 y 4: HindIII, 5 y 6: EcoRI, 7 
y 8: BamHI. 

 

 

Así, el perfil observado pone en evidencia que, en las condiciones ensayadas de zoobloting 

(baja exigencia de hibridación debido a que la sonda es heteróloga y de acuerdo con los 

resultados obtenidos anteriormente en la PCR), el marcador RGA(584) detectó 

polimorfismos entre las dos líneas parentales para todas las enzimas de restricción 

empleadas. 

El marcador RGA(584) se ensayó como sonda de RFLP empleando la enzima EcoRI sobre 

42 ILs en forma de pooles, representativos de cada cromosoma de tomate, para determinar 

la localización cromosómica precisa del marcador. 
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De esta forma, cada uno de los 12 cromosomas de tomate se encontró representado por un 

conjunto de ILs: 

 

 

Cromosoma 1: IL 1.1, IL 1.2, IL 1.3 e IL 1.4 

Cromosoma 2: IL 2.1, IL 2.2, IL 2.3, IL 2.5 e IL 2.6 

Cromosoma 3: IL 3.1, IL 3.2, IL 3.3 e IL 3.5  

Cromosoma 4: IL 4.1, IL 4.3 e IL 4.4 

Cromosoma 5: IL 5.1, IL 5.2, IL 5.3, IL 5.4 e IL 5.5 

Cromosoma 6: IL 6.1, IL 6.2 e IL 6.3 

Cromosoma 7: IL 7.2 e IL 7.4 

Cromosoma 8: IL 8.1, IL 8.2 e IL 8.3 

Cromosoma 9: IL 9.1, IL 9.2 e IL 9.3 

Cromosoma 10: IL 10.1, IL 10.2 e IL 10.3 

Cromosoma 11: IL 11.1, IL 11.2, IL 11.3 e IL 11.4 

Cromosoma 12: IL 12.2, IL 12.3 e IL 12.4 

 

Mediante esta estrategia, se analizó en las líneas progenie el polimorfismo encontrado 

entre los genotipos parentales, S. lycopersicum y S. pennellii, permitiendo su localización 

en un cromosoma particular. 

El análisis de las líneas introgresadas localizó este polimorfismo en el cromosoma 9 de 

tomate (Figura 27).  

Para una localización más precisa del marcador RGA(584), se analizaron de forma 

individual las líneas representativas de este cromosoma. 

Para ello, se repitió el análisis de RFLP empleando la enzima de restricción EcoRI y el 

marcador RGA(584) como sonda marcada radiactivamente. Las líneas analizadas fueron: 

IL 9.1, IL 9.2 e IL 9.3. Asimismo, se incluyeron los pooles de las líneas de cromosoma 10, 

11 y 12 como controles. 
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Figura 27. Identificación del cromosoma 9 como portador del alelo del marcador RGA(584) 
perteneciente a S. pennellii pariente salvaje de S. lycopersicum. 
Análisis mediante RFLP empleando la enzima de restricción EcoRI. El polimorfismo entre S. 
pennellii (S.p) y S. lycopersicum (S.l) se indica con una flecha. Calles 1 al 12: pooles de las líneas 
introgresadas cada una representando la introgresión en un único cromosoma. Se muestra el 
conjunto completo de los 12 cromosomas de tomate. MP: marcador de peso molecular, 1 kb size 
marker (Invitrogen). Autorradiografía de RFLP obtenida con la sonda RGA(584) marcada 
radiactivamente. 

 

 

El análisis individual de las tres líneas introgresadas representativas del cromosoma 9 de 

tomate, mostró que el polimorfismo estaba localizado en la IL 9.3. (Figura 28). 
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Figura 28. Identificación de la región del cromosoma 9 que porta el alelo 
del marcador RGA(584) perteneciente a S. pennellii pariente salvaje de S. 
lycopersicum. Análisis mediante RFLP empleando la enzima de restricción 
EcoRI. El polimorfismo entre S. pennellii (S.p) y S. lycopersicum (S.l) se 
indica con una flecha. Calles 9.1, 9.2 y 9.3: ILs 9.1, 9.2 y 9.3, 
respectivamente. Calles 10, 11 y 12: pooles de las líneas introgresadas 
correspondientes a los cromosomas 10, 11 y 12. MP: marcador de peso 
molecular, 1 kb size marker (Invitrogen). Autorradiografía de RFLP 
obtenidas con la sonda RGA(584) marcada radiactivamente. 

 

Esto indica una posición de mapa para el marcador RGA(584) en la región distal del brazo 

largo de este cromosoma (Figura 29), y permite confirmar dicha posición para el gen de 

resistencia extrema a PVX MS presente en S. commersonii, Rxcmm. 
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Figura 29. Mapa de referencia para el cromosoma 9 (chromosome 9). 
A la izquierda se muestran los segmentos correspondientes a las 
introgresiones de las ILs de tomate y a la derecha los mapas de 
referencia de marcadores moleculares. (Tomado de 
http://sgn.cornell.edu/). 

 



Resultados 

116 

7.16. Análisis de marcadores moleculares específicos de la región de interés, 

generados a partir de mapas o trabajos de mapeo en distintas especies de Solanum. 

 

7.16.1. Análisis exploratorio de marcadores moleculares del cromosoma IX, aislados 

de distintas especies de Solanum, para la búsqueda de polimorfismo en S. 

commersonii 

 

Ante la evidencia experimental de la localización del gen de interés en la región distal del 

brazo largo del cromosoma 9 (cromosoma IX en papa), se decidió ensayar distintos 

marcadores localizados en esta región genómica. Se analizaron marcadores de distintas 

clases propuestos por la literatura y/o generados a partir de bases de datos correspondientes 

a los mapas públicos disponibles y aprovechando la relación sinténica entre tomate y papa. 

 Para ello, se emplearon los ADNs de los bulks B1R y B1S y, en casos particulares, ADN 

de S. lycopersicum y S. pennellii como control. 

A partir del trabajo publicado por Smilde y col. (2005) se seleccionaron los siguientes 

marcadores: E325111 (correspondiente a un fragmento derivado de un EST de tomate), 

CP110, Sw5m, T156 y TG328. Se ensayaron las condiciones de detección de polimorfismo 

en S. commersonii para dichos marcadores dado que las mismas estaban descriptas para 

otra especie silvestre de papa (S. mochiquense). Se obtuvieron fragmentos de amplificación 

para los marcadores E325111, T156 y TG328. No se obtuvieron productos de 

amplificación para los marcadores Sw5m y CP110 debido a que la secuencia de los 

iniciadores publicada en el trabajo presentaba errores (comunicación personal con el 

autor). 

En cuanto al marcador E325111, se amplificó en los genotipos parentales de las ILs de 

tomate reproduciéndose el polimorfismo descripto en el trabajo (CAPS con la enzima 

AluI). Estas condiciones se analizaron en la población de S. commersonii pero no 

permitieron detectar variación. El ensayo con otras enzimas de restricción tampoco 

permitió revelar polimorfismo en S. commersonii.  

Para el caso de los marcadores T156 y TG328, fueron amplificados en S. commersonii pero 

no se detectó polimorfismo en las condiciones descriptas.  

A partir del trabajo publicado por Marczewski y col. (2006) se seleccionó el marcador 

SC878(885) localizado en la región distal del cromosoma IX. Este marcador es de tipo 

SCAR, derivado de un marcador ISSR denominado UBC962. Lo interesante es que el 

marcador UBC962 presenta un 94% de identidad nucleotídica con la región del 
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cromosoma XII de S. tuberosum que contiene al gen Rx1 de resistencia a PVX y un 84% 

de identidad con la región 5´no traducida del gen Gpa2, (AF195939.1) de resistencia al 

nematodo del quiste de papa Globodera pallida, el cual está física y estrechamente ligado a 

Rx1. La amplificación del marcador SC878(885) en S. commersonii se logró empleando 

condiciones de baja exigencia de anillamiento de iniciadores en la PCR, obteniendo varios 

productos de amplificación los cuales se comportaron como monomórficos entre los bulks 

resistente y susceptible a PVX MS. 

A partir del mapa público de papa (http://www.sgn.cornell.edu/) se seleccionó el marcador 

GP101 (de tipo RFLP) localizado en la región distal del cromosoma IX para el cual se 

encuentra depositada la secuencia del mismo. Se diseñaron oligonucleótidos iniciadores 

que fueron empleados en reacciones de amplificación sobre los pooles de S. commersonii 

resistente y susceptible a PVX MS. El producto obtenido no mostró polimorfismo en 

cuanto a tamaño del fragmento. Por lo tanto, se analizó la posibilidad de encontrar sitios de 

restricción diferenciales mediante el empleo de las enzimas AluI, MseI y AseI. Esta 

estrategia, tampoco permitió revelar polimorfismo. 

La información provista por el trabajo de Śliwka y col. (2006) permitió el análisis del 

marcador S1d11 derivado de la secuencia de un EST de S. tuberosum. Este marcador pudo 

ser amplificado en S. commersonii, S. lycopersicum y S. pennellii pero no se detectó 

polimorfismo. 

Dado los resultados negativos obtenidos para el marcador Sw5m (Smilde y col., 2005) se 

decidió analizar el marcador Sw5 descripto en el trabajo de Garland y col. (2005). Se pudo 

obtener amplificación en S. commersonii, S. lycopersicum y S. pennellii. No resultó 

polimórfico entre los bulks de papa silvestre ni en tomate.  

A partir del trabajo de Folkertsma y col. (1999) se ensayó el marcador 4-6JRB desarrollado 

a partir de la información de un clon de BACs en el cual se encontraba el gen Sw5. Este 

marcador produjo una amplificación pobre y no polimórfica en los bulks en estudio.  

Finalmente, a partir de este último trabajo y de la información disponible en bases de datos 

de la familia Solanaceae (www.sgn.cornell.edu), se analizó el marcador CT220 (Figura 

29). Este marcador fue amplificado exitosamente en S. commersonii, S. lycopersicum y S. 

pennellii presentando polimorfismo entre especies como así también entre los bulks 

resistente y susceptible a PVX MS. Este marcador SCAR resultó en un fragmento de 215 

pb y de 214 pb en S. lycopersicum y S. pennellii, respectivamente. En el caso de S. 

commersonii, presentó un fragmento de amplificación de 216 pb presente en el bulk 

resistente y ausente en el susceptible (Figura 30). 
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En resumen, se seleccionaron 11 marcadores pertenecientes al cromosoma IX. Siete 

marcadores provienen de otras especies silvestres de papa, un marcador deriva de papa 

cultivada y tres marcadores se desarrollaron en tomate. Cinco marcadores son de tipo 

CAPS, cinco marcadores son de tipo SCAR y un marcador deriva de un EST. Para cada 

uno de ellos se analizaron las condiciones de amplificación y detección de polimorfismo en 

la población de mapeo de S. commersonni y, cuando correspondía, en los parentales de las 

ILs. 

Un total de 9 marcadores se pudieron amplificar exitosamente en S. commersonii, 

adaptando a la especie silvestre en estudio las condiciones descriptas para otras especies. 

No obstante, sólo uno de estos marcadores se comportó como polimórfico en S. 

commersonii. Los restantes 8 no fueron de utilidad para el mapeo del carácter de interés. 

Los resultados obtenidos para cada marcador se resumen en la Tabla 10. 

 

 
Tabla 10. Análisis de marcadores de la región distal del brazo largo del cromosoma IX provenientes de trabajos 
publicados y de bases de datos de Solanaceae. nd: No determinado. 
 
Marcador Tipo Fuente Especie Amplifi-

cación 
en S. 
cmm 

Amplifi-
cación en 

tomate 

Polimór-
fico en S. 

cmm 

Polimór-
fico en 
tomate 

E325111 CAPS Smilde y col. (2005) S. 
mochiquense 

SI SI NO SI 

CP110 CAPS Smilde y col. (2005) S. 
mochiquense 

NO NO nd nd 

Sw5m CAPS Smilde y col. (2005) S. 
mochiquense 

NO NO nd nd 

T156 CAPS Smilde y col. (2005) S. 
mochiquense 

SI nd NO nd 

TG328 CAPS Smilde y col. (2005) S. 
mochiquense 

SI nd NO nd 
 

SC878(885) SCAR Marczewski y col. 
(2006) 

S. gourlayi SI nd NO nd 

GP101 SCAR GenBank (AJ487147) S. tuberosum SI nd NO nd 
S1d11 EST Sliwka y col (2006) S. phureja SI SI NO NO 
CT220 SCAR www.sgn.cornell.edu 

y Folkertsma y col. 
(1999) 

S. 
lycopersicum 

SI SI SI SI 

4-6JRB SCAR Folkertsma y col. 
(1999) 

S. 
lycopersicum 

SI nd nd nd 

Sw5 SCAR Garland y col. (2005) S. 
lycopersicum 

SI SI NO NO 
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7.16.2. Análisis del marcador CT220 en la población de S. commersonni 

 

El marcador CT220 resultó polimórfico entre los bulks resistente y susceptible a PVX MS 

de S. commersonii. Se procedió a analizarlo en la población en estudio para estudiar la 

cosegregación entre el marcador y el carácter de interés. 

Se realizaron reacciones de amplificación de PCR empleando los iniciadores específicos 

para el marcador CT220. Los productos obtenidos fueron resueltos en geles de 

poliacrilamida de alta resolución y teñidos con plata. Para S. lycopersicum y S. pennellii se 

obtuvieron fragmentos de 215 pb y de 214 pb, respectivamente. En el caso de S. 

commersonii, presentó un fragmento de amplificación de 216 pb presente en el bulk 

resistente y ausente en el susceptible, detectándose también una banda de 215 pb 

monomórfica (Figura 30). La segregación del marcador en individuos de la población 78 

se observa en la Figura 30. 

 

 

 

 

 
Figura 30. Perfiles de de amplificación obtenidos con el marcador CT220. Se muestran los bulks 
B1R (BR) y B1S (BS), los controles de tomate S. pennellii (S.p) y S. lycopersicum (S.l) y 19 
individuos de la población 78. R: individuos resistentes. S: individuos susceptibles. Los 
individuos recombinantes se indican con un asterisco (*). A la izquierda se indican los tamaños de 
los fragmentos en pb. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante revelado mediante 
tinción con plata. 

 
El análisis estadístico del marcador CT220 mostró que la segregación del carácter ajustaba 

a las proporciones esperadas (χ2
1R:1S=1,2; p>0,05). El comportamiento del marcador desde 

el punto de vista genético mendeliano presentaba cierta distorsión en la segregación debida 

a una sobrerepresentación del fenotipo “presencia de banda” (χ2
1(1):1(0)=8,53; p<0,05). La 

prueba de independencia permitió aceptar un fenómeno de ligamiento entre el marcador 

CT220 y el carácter resistencia a PVX MS (χ2 1(R1):1(R0):1(S1):1(S0)=18,26; p<0,05) a una 

frecuencia de recombinación de 0,23. 

Luego, se transformó la frecuencia de recombinación hallada en distancias de mapa 

empleando el programa MAPMAKER v. 3.0 (Lander y col., 1987) y la función de mapa de 

Kosambi (Kosambi, 1944). El marcador CT220 se encontró ligado al gen de resistencia 

extrema a PVX MS, Rxcmm, a una distancia 23,5 cM (LOD=3). 
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7.17. Construcción de un mapa de ligamiento de los marcadores hallados ligados al 

gen de resistencia a PVX MS presente en S. commersonii, Rxcmm, anclado en 

cromosoma IX 

 

Con los marcadores ligados E38M42(500) (obtenido por la técnica de AFLP), RGA(584) y 

RGA s1G/as1T (obtenidos por la metodología de RGA) y CT220 (marcador SCAR); se 

construyó un mapa de ligamiento empleando el programa MAPMAKER v. 3.0 (Lander y 

col., 1987) y la función de mapa de Kosambi (Kosambi, 1944). 

Se analizaron los distintos ordenamientos posibles de los marcadores para la construcción 

del mapa. Finalmente, se seleccionó el ordenamiento de marcadores que presentaba una 

probabilidad mayor (log-likelihood=-31,87), la menor distancia en el largo del grupo de 

ligamiento obtenido (34 cM) y valores de LOD entre los distintos pares de marcadores 

mayor a 3. 

En el ordenamiento obtenido, el marcador de AFLP E38M42(500) y el marcador CT220 

flanquearon al gen Rxcmm. Los dos marcadores obtenidos mediante el análisis de RGA, 

RGA(584) y s1G/as1T, colocalizaron (Figura 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 31. Mapa de la región del cromosoma IX 
de S. commersonii que contiene al gen Rxcmm. A la 
derecha se indican los marcadores analizados y a la 
izquierda las distancias genéticas entre los loci en 
centiMorgan (Kosambi).  
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8. DISCUSIÓN 
 

 

La papa (S. tuberosum) es un cultivo de gran importancia económica a nivel mundial 

siendo susceptible a muchas enfermedades. Los programas de mejoramiento para conferir 

resistencia contra patógenos involucran la incorporación de genes a partir de especies 

silvestres relacionadas. Nuestro grupo identificó en el germoplasma de S. commersonii una 

nueva fuente de resistencia extrema contra todas las cepas de PVX, incluyendo las 

hipervirulentas HB y MS. En este trabajo de tesis se caracterizó esta nueva fuente de 

resistencia extrema a PVX mediante el análisis de la herencia de la misma y a través de la 

identificación de la región cromosómica que contiene al gen de interés, utilizando 

diferentes estrategias genómicas. 

 

8.1. El análisis fenotípico  

 

La clasificación fenotípica de los individuos pertenecientes a las tres poblaciones de S. 

commersonii, 78, 93 y 1007, se realizó mediante ELISA. Esta técnica es elegida para este 

tipo de estudios por su sencillez, seguridad y eficiencia. Es una técnica de rutina para el 

diagnóstico comercial de infecciones por PVX en los procesos de certificación de sanidad 

de la papa semilla y en el control cuarentenario internacional. Esta metodología fue 

utilizada por varios autores para la determinación del fenotipo de poblaciones en distintos 

trabajos de mapeo de genes de resistencia a PVX (Ritter y col., 1991; De Jong y col., 1997; 

Tommiska y col., 1998; Marano y col., 2002; Gebhardt y col., 2006) como así también en 

trabajos similares para la detección de otros genes de resistencia a virus de papa 

(Hämäläinen y col., 1998; Marczewski y col., 2002; Celebi-Toprak y col., 2002; 

Marczewski y col., 2006; Sato y col., 2006; Velásquez y col., 2007; Szajo y col., 2008). 

Fue aplicada en el estudio que originó el presente trabajo, el cual involucraba la búsqueda 

de nuevas fuentes de resistencia al PVX en el germoplasma de Solanum y en el cual se 

halló el genotipo S. commersonii PI 243503 que presentaba resistencia extrema a la 

infección por las dos razas más virulentas de PVX, HB y MS, mediante un mecanismo 

inducible (Tozzini, 1994 y Tozzini y col., 1994).  

La técnica de ELISA se utilizó en la cuantificación de la infección por PVX en las plantas 

inoculadas mecánicamente. Las concentraciones de virus alcanzadas en las plantas fueron 
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claramente diferenciables entre un individuo susceptible y uno resistente lo que permitió 

clasificar con seguridad a los individuos por su fenotipo y confirmar así los resultados del 

trabajo de Tesis de Licenciatura previo a esta Tesis Doctoral (Martínez, 1997). 

La determinación del fenotipo fue de suma importancia para aplicar la estrategia de 

Análisis de Grupos de Segregantes (BSA: Bulked Segregant Analysis) debido a que se 

debe tener certeza del estado del carácter en los individuos que formarán parte de cada bulk 

para poder hallar marcadores ligados al gen de interés de manera exitosa.  

En este caso, donde se analiza un gen de resistencia a enfermedades, en el bulk susceptible 

no debe haber individuos que porten el alelo dominante de resistencia, esto llevaría a un 

fracaso en la aplicación de esta estrategia, ya que no sería posible detectar polimorfismos 

ligados al carácter de interés. Debido a que está reportado que esta técnica puede generar 

un pequeño porcentaje de falsos positivos, para evitar la contabilización del alelo de 

resistencia dominante en el bulk susceptible, se realizaron 3 o 4 infecciones independientes 

para cada individuo y en casos que necesitaban ser reconfirmados, se llegaron a realizar 

hasta 5 análisis independientes (Martinez, 1997). 

 

8.2. Segregación de la resistencia al PVX MS 

 

Se estudió la segregación de la resistencia extrema al PVX MS en las tres poblaciones de 

S. commersonii disponibles denominadas 78, 93 y 1007. Este análisis ajustó a una 

proporción 1:1, lo que indica que la resistencia al PVX MS es controlada por un gen único 

y dominante al que se denominó Rxcmm, de acuerdo con la nomenclatura propuesta por 

Valkonen (1996).  

La confirmación de la naturaleza monogénica de esta resistencia extrema a todas las razas 

de PVX, incluyendo las de mayor virulencia como las HB y MS, la hace sumamente 

atractiva para su incorporación en programas de mejoramiento y para posible clonado 

mediante la obtención de marcadores moleculares. Parrela y Cardi (1999), basados en parte 

en la información incluida en esta Tesis y confirmando lo observado por nuestro grupo, 

reportaron la transferencia de este nuevo gen de resistencia extrema a PVX desde S. 

commersonii a S. tuberosum a través de hibridación somática por fusión de protoplastos y 

plantearon la alta factibilidad de cruzar el híbrido somático obtenido (2n=4x=48) con los 

cultivares comerciales de papa (2n=4x=48). Sin embargo, este grupo no continuó 

trabajando en este tema. 
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A partir del análisis fenotípico, se determinó que el parental resistente de las tres 

poblaciones era heterocigota, mientras que los parentales susceptibles eran homocigotas. 

El análisis de segregación de la resistencia a PVX MS permitió clasificar a los individuos 

segregantes en dos clases genotípicas: heterocigota resistente (Rr) y homocigota 

susceptible (rr) para las tres poblaciones. 

Finalmente, se empleó a la población 78 para la estrategia de BSA, disponiendo de las 

otras dos poblaciones como material complementario confirmatorio. 

Los bulks resistentes y susceptibles se formaron con ADN de individuos heterocigotas (Rr) 

y homocigotas (rr), respectivamente, esperando encontrar marcadores ligados sólo en fase 

de acoplamiento al gen de resistencia. Cuando los bulks contrastantes para el carácter están 

formados cada uno por homocigotas RR y rr, respectivamente se pueden detectar 

marcadores ligados en fase de repulsión. Hallar este tipo de marcadores puede ser 

interesante cuando se desea seleccionar en forma negativa los individuos susceptibles en 

un trabajo de mejoramiento, sin necesidad de realizar un ensayo biológico o en casos de 

estudios de genes de resistencia recesiva (Ruffel y col., 2002; Díaz-Pendón y col., 2004).  

La característica “heterocigota” del bulk resistente pone de manifiesto la presencia del 

alelo dominante en un 50%, en comparación con un bulk formado por homocigotas RR 

donde su presencia sería del 100%. No obstante, como fue demostrado por Michelmore y 

col. (1991), esto es suficiente para detectar marcadores polimórficos entre los bulks ligados 

a la resistencia. 

 

8.3. Análisis de segregantes agrupados (BSA) empleando marcadores ligados a otros 

genes de resistencia a PVX ya mapeados. 

 

A partir de la información disponible respecto a otros genes de resistencia a PVX ya 

localizados cromosómicamente y al elevado nivel de sintenia en el género Solanum 

(Gebhardt y col. 1991; Tanksley y col., 1992; Grube y col., 2000) se analizaron 

marcadores ligados a los mismos. Esto permitió determinar si el gen de resistencia extrema 

a PVX presente en S. commersonii, Rxcmm, colocalizaba con alguno de los genes de 

resistencia a PVX ya caracterizados siendo, potencialmente, un alelo de éstos. Esta 

estrategia fue empleada exitosamente en otros trabajos en solanáceas con objetivos 

similares (Tommiska y col. 1998; Grube y col., 2000). 

A partir de los genes de resistencia extrema Rx1 y Rx2 localizados en cromosoma XII y V, 

respectivamente (Ritter y col. 1991), se analizaron los marcadores de tipo RFLP GP21 
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(cromosoma V), GP34, CP60, CP66, (cromosoma XII) sobre el ADN de los bulks B2R y 

B2S. El análisis de los marcadores tipo CAPS SPUD237 y GP21 asociados al gen de 

resistencia hipersensible al PVX, Nb, localizado en cromosoma V (De Jong y col., 1997) se 

realizó de acuerdo con las condiciones descriptas en el trabajo original como así también 

empleando otras enzimas de restricción para analizar exhaustivamente posible variaciones 

en la secuencia obtenida entre los bulks de S. commersonii. 

Tanto el empleo de los marcadores RFLP ligados a los genes de resistencia extrema Rx1 y 

Rx2 como los marcadores CAPS ligados al gen de resistencia hipersensible Nb, resultaron 

monomórficos entre los bulks resistente y susceptible, poniendo en evidencia que la 

localización cromosómica del gen de Rxcmm presente en S. commersonii es diferente a la de 

los otros genes de resistencia a PVX, Rx1, Rx2 y Nb. 

 

 

8.4. Análisis de grupos de segregantes (BSA) con marcadores RAPD 

 

La búsqueda de marcadores ligados al gen de resistencia a PVX, Rxcmm, mediante BSA se 

inició empleando la técnica de RAPD. Esta metodología en S. commersonnii fue puesta a 

punto en un trabajo previo (Martínez, 1997). 

Esta técnica resultó ser sumamente atractiva debido a que es rápida, simple y requiere poco 

equipamiento experimental (un termociclador, una fuente y una cuba para electroforesis de 

geles de agarosa). No involucra pasos de transferencia a membranas ni hibridación con 

sondas de ADN (como ocurre con los RFLP) ni información para diseñar el iniciador para 

la PCR. Se requiere poca cantidad de ADN y se pueden analizar varias muestras por día. 

Los polimorfismos se detectan como presencia o ausencia de bandas en un gel, fácilmente 

visualizables por tinción con bromuro de etidio. Sin embargo, posee ciertas limitaciones 

que están dadas principalmente por la baja reproducibilidad y porque son dominantes (es 

decir, no es posible distinguir los heterocigotas). 

Desde sus inicios, la técnica de RAPD, combinada con la estrategia de BSA, es muy usada 

en la rápida identificación de marcadores ligados a loci de interés, en particular a genes de 

resistencia a enfermedades causadas por fitopatógenos en diferentes especies cultivadas 

(Michelmore y col., 1991; de Vries y col., 1992; Miklas y col., 1993; van der Beek y col., 

1994; Chagué y col., 1996; Marczewski y col. 1998; Sliwka y col. 2006; Sato y col., 2006; 

Kim y col., 2007; Lima y col., 2007). 
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En el presente trabajo, el análisis con los 270 iniciadores que mostraron amplificación 

positiva no reveló marcadores RAPD que estuvieran ligados al carácter en estudio. Esto 

nos lleva a considerar distintas hipótesis para explicar estos resultados: 

1) Un bajo número de iniciadores ensayados. Con lo cual, no sería suficiente el número de 

loci analizados (1.400) como para poder detectar polimorfismos. Esto podría ser 

descartado considerando otros trabajos que, utilizando esta estrategia y un número similar 

de loci estudiados, fueron suficientes para detectar 1 a 3 marcadores ligados (Michelmore y 

col., 1991; de Vries y col., 1992; Miklas y col., 1993; van der Beek y col., 1994; Chagué y 

col., 1996; Sliwka y col. 2006). De cualquier modo, en estos trabajos se estudiaban bulks 

formados a partir de poblaciones con otras características y en otros cultivos. Por lo tanto, 

sus resultados no serían del todo extrapolables al presente estudio. 

2) S. commersonii presenta un bajo nivel de polimorfismo. Esto fue observado con 

anterioridad mediante RFLP y AFLP por nuestro grupo de trabajo (Marcucci Poltri, 1998).  

3) Debido a la autoincompatibilidad de las especies diploides del género Solanum, se 

trabajó con la primera generación de individuos, desconociéndose el grado de parentesco 

entre las líneas que se cruzaron. Si los progenitores están muy emparentados, el nivel de 

polimorfismo de las poblaciones en estudio podría ser muy bajo (esto no se pudo verificar 

ya que no se contaba con los parentales de cada cruzamiento). 

Estas dos últimas hipótesis serían las más aceptadas, planteándose la necesidad de aplicar 

una técnica más sensible que permitiera detectar el bajo nivel de polimorfismo que existiría 

entre los individuos y, consecuentemente, entre los bulks. 

 

8.5. Análisis de grupos de segregantes (BSA) con marcadores AFLP 

 

El agrupamiento de un gran número de individuos aumenta la probabilidad de que los dos 

bulks no difieran en otros alelos que los adyacentes al carácter de interés. Giovanni y col. 

(1991) sugirió que el aumento del tamaño de los bulks también reduciría la aparición de 

falsos positivos. Michelmore y col. (1991) establecen que el tamaño mínimo del bulk 

depende del tipo de marcador que está siendo utilizado (dominante o codominante) y de la 

clase de población empleada para generar los bulks (F2, retrocruza, cruzamiento prueba, 

etc.). 

En este trabajo, se eligió el par de bulks de mayor número de individuos (bulks B3R y B3S, 

de 24 y 21 individuos respectivamente) para ser analizados mediante AFLP. Se 

seleccionaron estos bulks debido a que minimizaban los efectos individuales de cada 



Discusión 

126 

segregante que formaba parte del bulk, evidenciando un fondo genético más homogéneo, 

con la consiguiente disminución de la aparición de falsos positivos (Martínez, 1997). 

En la búsqueda de marcadores AFLP se emplearon dos métodos diferentes para su 

visualización: marcación radiactiva y tinción con plata. Ambos métodos mostraron 

óptimos resultados en la visualización de bandas de AFLP. Se decidió utilizar la 

visualización por tinción con plata ya que evitaba el trabajo con altos niveles de 

radiactividad. De acuerdo con trabajos previos, mostró además una muy buena resolución 

de las bandas (Goldman y Merril, 1982; Bassam y col., 1992; Martínez, 1997). 

Otra ventaja importante de esta técnica es que permite rescatar bandas directamente del gel 

(Cho y col., 1996). Una banda de interés puede así ser aislada y posteriormente 

reamplificada con la combinación de iniciadores específica que la originó. Esta banda 

purificada puede ser utilizada como un posible marcador SCAR o CAPS a partir del diseño 

de oligonucleótidos específicos, permitiendo la amplificación directa de la región 

cromosómica involucrada. 

La técnica de AFLP requiere más equipamiento y es más laboriosa que los RAPD. No 

obstante, mostró ser altamente reproducible y confiable, de acuerdo con los trabajos sobre 

la reproducibilidad de los patrones de AFLP (Becker y col., 1995; Lin y col., 1996; Jones y 

col., 1997; Martínez, 1997; Meudt y Clarke, 2007).  

Otra ventaja de esta técnica es el alto número de loci analizados por reacción (AFLP: 40 a 

100 loci, RAPD: 2 a 9 loci). De esta manera, evaluando las 165 combinaciones de 

iniciadores, que mostraron amplificación positiva, se analizaron aproximadamente 8.250 

loci. 

Según la bibliografía, mediante AFLP se pueden hallar más marcadores polimórficos que 

con cualquier otro sistema de detección de marcadores basado en PCR (Zabeau y Vos, 

1993; Vos y col., 1995; Meudt y Clarke, 2007), aún cuando el nivel de polimorfismo entre 

el material que se compara es muy bajo (Thomas y col., 1995; Blears y col., 1998; Meudt y 

Clarke, 2007). Así, el empleo de la técnica de AFLP combinada con la estrategia de BSA, 

permitió detectar un marcador ligado al gen de interés. 

 

8.6. Un marcador AFLP ligado al gen de resistencia extrema, Rxcmm, a PVX MS 

 

Mediante la técnica de AFLP, con la combinación de iniciadores E38M42, se obtuvo un 

marcador ligado al gen de interés al que se denominó E38M42(500). De acuerdo a lo 
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esperado, este marcador resultó ligado en fase de acoplamiento al gen de resistencia. La 

distancia del marcador al gen Rxcmm fue de 6,9 cM (LOD=8,49). 

Este marcador presentó cierta distorsión en la segregación para la población 1007 

analizada, probablemente por el bajo número de individuos que la componen. Este efecto 

se trasladó al analizar las tres poblaciones de manera conjunta. Esta desviación respecto de 

lo esperado no sería resultado simplemente del azar ya que se acentuó al aumentar el 

número de individuos. Por lo tanto, estos resultados sugerirían que este marcador podría 

encontrarse en una región cromosómica con segregación distorsionada, esto estaría dado 

por un comportamiento anormal del cromosoma aportado por el parental resistente. 

Considerar un efecto dado por los parentales susceptibles sería menos probable ya que 

éstos son diferentes en cada una de las poblaciones. 

La distorsión en la segregación de marcadores es un fenómeno frecuente, y se observa en 

varias especies estudiadas. Se piensa que los grados de distorsión de la segregación serían 

resultado de la viabilidad diferencial de gametas y/o cigotos debido a la presencia de loci 

deletéreos en la región involucrada. Este fenómeno ha sido observados también en 

distintos cruzamientos intra e interespecíficos de papa y en otras especies de solanáceas 

(Bonierbale y col., 1988; Gebhardt y col., 1989 y 1991; Chetelat y deVerna, 1991; Fooland 

1996; Bernacchi y Tanksley, 1997; Kuhl y col., 2001). Coincidiendo con lo observado, 

durante el mapeo de RFLPs en la región adyacente al gen Rx2, también se observaron 

grados de distorsión aberrantes para los marcadores estudiados (Ritter y col., 1991). 

El marcador E38M42(500) no pudo ser transformado en un marcador SCAR, aún 

aplicando distintos métodos para aislar, clonar y secuenciar el mismo. Esto no es 

infrecuente para el caso de los marcadores de AFLP, los cuales se aíslan de geles de alta 

resolución donde la masa efectiva del fragmento de interés es muy baja, existiendo lo que 

se conoce como bandas “recalcitrantes” al clonado (comunicación personal con distintos 

autores) si bien se han reportado nuevos métodos que intentarían superar estas limitaciones 

(Brugmans y col., 2003). 

Mediante el empleo del método radiactivo, se pudo inferir que el marcador E38M42(500) 

poseía al menos un extremo EcoRI. 

El mapa ultradenso de marcadores AFLP de papa disponible públicamente es una poderosa 

herramienta para referenciar marcadores hallados a partir de otros estudios (Rouppe van 

der Voort y col., 1997a; van Os y col., 2006). Esta estrategia de empleo de marcadores de 

AFLP alelo específicos que comigran, para alinear diferentes genotipos de papa cultivada 

fue empleada exitosamente en varios trabajos de mapeo de genes de resistencia a 
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fitopatógenos (Rouppe van der Voort y col., 1997b; Bradshaw y col. 2004 y 2006; 

Caromel y col., 2005; Brugmans y col., 2006; Velásquez y col., 2007).  

El marcador de AFLP E38M42(500) ligado al gen de interés, no se pudo referenciar a este 

mapa, debido a que no fue analizada esta combinación de iniciadores en la generación del 

mismo (Rouppe van der Voort y col., 1998; http://www.spg.wau.nl/pv/aflp/catalog.htm). 

Por lo tanto, no pudo obtenerse información adicional respecto a la localización 

cromosómica, que hubiera sido de utilidad para el mapeo del gen de resistencia extrema, 

Rxcmm, a PVX MS.  

 

8.7. Análisis de grupos de segregantes (BSA) mediante RGAs 

 

La hipótesis de trabajo fue que si el gen de resistencia pertenecía a una familia multigénica 

de RGAs, el análisis de marcadores polimórficos conteniendo estas secuencias conservadas 

permitiría detectar eventualmente al gen de resistencia o, más probablemente, a otros 

marcadores estrechamente ligados por pertenecer al mismo locus complejo (cluster de 

genes de la misma familia multigénica), dado que el número total de loci complejos de tipo 

RGA por genoma no debería ser extremadamente alto.  

Mediante el empleo de los iniciadores diseñados por Leister y col. (1996) sobre las 

secuencias peptídicas conservadas del motivo GLPL del dominio NBS de los genes RPS2 

de A. thaliana y N de N. tabacum se obtuvieron productos de amplificación en S. 

commersonii. Los fragmentos obtenidos estuvieron dentro del rango de tamaño según lo 

reportado en el trabajo realizado en papa (Leister y col., 1996). Al emplear electroforesis 

en geles de alta resolución, se pudo observar un número de fragmentos mayor (más de 50) 

coincidiendo con lo reportado por Chen y col. (1998) empleando una aproximación similar 

en arroz, cebada y trigo.  

Dada la complejidad de los perfiles obtenidos, se evitó usar los iniciadores que contenían 

inosinas y se decidió modificar los iniciadores s1 y as1 mediante el agregado de una base 

extra en 3´ con el objetivo de reducir el número de bandas a obtener mediante 

electroforesis de alta resolución. La amplificación con estos iniciadores mostró patrones 

diferentes con respecto a los obtenidos con los iniciadores originales y, llamativamente, sin 

la reducción esperada en el número de fragmentos. Por otra parte, el perfil de amplificación 

difirió considerablemente entre las distintas combinaciones de iniciadores, teniendo en 

cuenta las mínimas variaciones a nivel de secuencia que presentaban entre sí. Este 

resultado también fue observado por Chen y col. (1998), no encontrando correlación entre 
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el número de bandas amplificadas entre distintos iniciadores de RGA y el nivel de 

polimorfismo detectado, incluso entre las distintas especies analizadas por este grupo. Este 

resultado concuerda con lo propuesto por Leister y col. (1996), sugiriendo que pequeñas 

variaciones en la secuencia de los iniciadores y/o en las combinaciones de los mismos 

producirían un mayor número de fragmentos que serían partes potenciales de genes de 

resistencia y denotarían una abundancia mayor a la esperada de esta clase de secuencias en 

los genomas de plantas.  

Por otra parte, este resultado pone de manifiesto que los productos amplificados mediante 

PCR empleando los iniciadores de RGA son altamente heterogéneos y muestra que, 

comparando con la electroforesis en gel de agarosa, el empleo de electroforesis en geles de 

poliacrilamida de alta resolución aumenta considerablemente la capacidad de detectar 

polimorfismos por esta metodología (Zhang y col. 2004). La estrategia de resolución de 

fragmentos mediante electroforesis en geles de poliacrilamida es similar a la empleada por 

Welsh y McClelland (1990, 1991) para la detección de productos de PCR amplificados con 

iniciadores arbitrarios e iniciadores consenso de genes ribosomales. No obstante, 

comparado con el empleo de iniciadores arbitrarios, el análisis mediante RGA es altamente 

reproducible debido al uso de oligonuclótidos más largos. Otra ventaja es que estos RGAs 

amplificados podrían estar correlacionados con funciones biológicas, representando 

potenciales genes de resistencia.  

Actualmente, más de 50 genes de resistencia fueron clonados a partir de una gran variedad 

de especies de plantas. Estos genes comparten dominios conservados discretos, y estos 

dominios son explotados para el diseño de nuevos iniciadores degenerados para amplificar 

RGA y, por otra parte, para analizar bases de EST para recuperar secuencias con similitud 

a genes de resistencia (Kanazin y col. 1996; Graham y col., 2000; Dilbirligi y Gill 2003; 

Hunger y col., 2003; Madsen y col. 2003; Meyers y col. 2003; Rossi y col. 2003; Monosi y 

col. 2004; Xiao y col. 2006). De esta forma, debido a la disminución en los costos de 

secuenciación, la caracterización de RGAs a partir de la amplificación, clonado y posterior 

secuenciación de los productos de PCR obtenidos (sin realizar un trabajo de búsqueda de 

polimorfismo previo) es una aproximación experimental común para identificar 

marcadores de interés en varias especies de plantas como Arabidopsis, maíz, arroz y S. 

caripense, entre otras (Botella y col., 1997; Collins y col., 1998 y 2001; Wang y col. 2001; 

Trognitz y Trognitz, 2005). Estas secuencias de RGA son luego utilizadas para diseñar 

marcadores de tipo SCAR o CAPS que son posteriormente evaluados en poblaciones para 

el mapeo de genes o QTLs de resistencia de interés (Pajerowska y col. 2005; Xiao y col. 
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2007). En ciertos casos, a pesar de realizarse todo un desarrollo y caracterización de RGAs 

éstos no resultan útiles para detectar polimorfismos asociados a la resistencia, como por 

ejemplo el reportado en S. caripense y la resistencia a tizón tardío (Trognitz y Trognitz, 

2005).  

En este trabajo, realizando modificaciones sobre la metodología original, fue posible 

obtener dos marcadores de tipo RGA ligados al gen de interés.  

 

8.8. Dos marcadores RGA ligados al gen de resistencia extrema a PVX Rxcmm 

 

Se obtuvieron dos marcadores ligados al gen Rxcmm mediante los nuevos iniciadores 

generados durante este trabajo (con una base extra en 3´, respecto a los diseñados por 

Leister y col., 1996). Estos marcadores ligados se obtuvieron con las combinaciones de 

iniciadores s1+A/as1+T y s1+G/as1+T. Como se esperaba, ambos marcadores se 

encontraron ligados al gen de resistencia en fase de acoplamiento a una distancia genética 

de 23,6 cM (LOD=3) y 21,3 cM (LOD=3,35), respectivamente.  

El fragmento de aproximadamente 600 pb obtenido con la combinación de iniciadores 

s1+A/as1+T se clonó a partir del gel de poliacrilamida teñido con plata. Esto no ocurrió 

con el segundo marcador de RGA debido, probablemente, a las limitaciones que se 

describieron anteriormente para el caso del fragmento de interés de AFLP. En ese sentido, 

el marcador de 600 pb (s1+A/as1+T) consistía en un fragmento sumamente nítido e 

intenso, mientras que para el marcador de 400 pb (s1+G/as1+T), la banda correspondiente 

era difusa y con baja intensidad. En este último caso fue evidente el efecto de la masa del 

marcador para el éxito en el clonado.  

En cuanto a la cantidad de marcadores ligados al gen de interés, la estrategia de análisis 

mediante RGA en geles de poliacrilamida de alta resolución mostró ser más ventajosa para 

evaluar a nivel genómico la resistencia comparando con los marcadores anónimos 

empleados anteriormente. En este sentido, para el caso de AFLP, analizando un total de 

8.250 loci se obtuvo un marcador ligado al gen Rxcmm mientras que para el caso de RGA se 

obtuvieron 2 marcadores asociados al gen de interés analizando unos 800 loci. Esto 

confirma la elevada eficiencia del análisis empleando RGAs tanto para la detección de 

marcadores ligados a genes (y QTLs) de resistencia a enfermedades en plantas como para 

la generación de genes candidatos (Leister y col., 1996; Kanazin y col., 1996; Hämäläinen 

y col., 1998; Kasai y col., 2000; Marczewski y col., 2001; Pflieger y col. 2001; 

Ramalingam y col., 2003; Song y col., 2003; Bormann y col., 2004, Zhang y col. 2004). 
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8.9. Análisis mediante marcadores AFLP-RGA 

 

Se ensayó la metodología de AFLP-RGA (Hayes y Saghai-Maroof, 2000) en la cual se 

realiza todo el protocolo de AFLP pero en el paso de amplificación final, en lugar de dos 

iniciadores +3 (EcoRI/MseI), se emplea un iniciador de AFLP (en general, los derivados 

del sitio EcoRI) con un iniciador de RGA. Ante los resultados obtenidos en el análisis de 

RGAs, esta metodología fue levemente modificada empleando los iniciadores RGA+1 y 

realizando la visualización de los fragmentos obtenidos mediante tinción con plata (en 

lugar de empleo de iniciadores marcados radiactivamente). Esta metodología, permite 

combinar las ventajas de los AFLPs en cuanto a la generación de un gran número de 

fragmentos con la amplificación de potenciales sitios del genoma que presentan genes de 

resistencia a fitopatógenos. De esta forma, se incorpora información a nivel de secuencia 

en el perfil de marcadores “anónimos” de AFLP. En cuanto a las características 

metodológicas, éstas son similares a las de los AFLP, incluyendo la potencialidad de aislar 

específicamente fragmentos de interés directamente a partir de los geles obtenidos. 

Mediante la técnica de AFLP-RGA se obtuvieron 40 bandas en promedio por cada 

combinación de iniciadores, concordante con lo reportado en la literatura (Hayes y Saghai-

Maroof, 2000; Zhang y col., 2007). 

Con las 8 combinaciones de iniciadores se analizaron 320 loci detectando bandas 

polimórficas entre los bulks que no se encontraron asociadas al carácter de interés. Esto 

probablemente se debió a las características de la población en estudio, la cual presentaría 

un bajo nivel de polimorfismo. Pero no puede descartarse la posibilidad de haber analizado 

un número no suficientemente alto de loci en el genoma.  

Hayes y Saghai-Maroof (2000), analizaron 16 combinaciones de iniciadores obteniendo un 

promedio de 60 bandas por combinación e identificaron 4 marcadores ligados al gen Rsv1 

de resistencia al virus del mosaico de la soja (SMV) en el análisis de una población de 

dicha especie. Demostraron que la secuencia de los 4 marcadores analizados presentaban la 

secuencia correspondiente al iniciador de RGA empleado e identidad con otros RGAs 

aislados de soja (Yu y col., 1996). Recientemente, este procedimiento de AFLP-RGA fue 

reportado exitosamente para el mapeo de genes de resistencia en pimiento y lupín (Egea-

Gilabert y col. 2003; You y col. 2005) y para aislar marcadores con homología a genes de 

resistencia en maíz (Xiao y col. 2006). 

Cabe destacar que al momento de evaluar esta metodología, la misma no había sido aún 

reportada en la literatura. Desafortunadamente, dado que en nuestro caso no se obtuvieron 
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marcadores asociados a la resistencia, no pudo demostrarse su utilidad para detectar 

marcadores ligados a genes de resistencia a enfermedades y, por lo tanto, no fue aceptada 

la publicación de estos resultados. 

Recientemente, Zhang y col. (2007) analizando distintas especies de algodón comparan 

esta metodología con la de AFLP y RGA, demostrando que el nivel de polimorfismo 

detectado es comparable al de AFLP mientras que el análisis mediante RGA tiene un nivel 

de discriminación significativamente menor. En nuestras manos, en cuanto a nivel de 

polimorfismo detectado, podemos decir que fue semejante al de AFLP concordando con 

estos resultados.  

En cuanto a detección de marcadores útiles, la metodología de RGA fue la más eficiente 

(RGA: 2 polimorfismo ligado en 800 loci analizados; AFLP: 1 polimorfismo ligado en 

8.250 loci analizados, AFLP-RGA: 0 polimorfismo en 320 loci analizados, RAPD: 0 

polimorfismo en 1.400 loci analizados). 

En la literatura se reportan otros trabajos que introducen nuevas modificaciones a la 

metodología de AFLP-RGA. Uno de ellos, realizado en durazno, plantea el uso de 

iniciadores de RGA no degenerados diseñados sobre las secuencias no conservadas del 

dominio NBS de los genes de resistencia (Soriano y col. 2005). Otra modificación es la 

estrategia denominada NBS profiling (van der Linden y col. 2004) que involucra la 

digestión con una única enzima (MseI) en los pasos iniciales del protocolo de AFLP y que 

permitió la identificación de RGAs y el mapeo de genes de resistencia en manzana 

(Calenge y col., 2005). Finalmente, está reportada la amplificación selectiva de dominios 

NBS de RGAs empleando polimorfismo específico de secuencia (S-SAP, sequence-

specific polymorphism) en S. caripense basado en una modificación del método de AFLP-

RGA (Trognitz y Trognitz, 2005). De esta forma, se puede observar la versatilidad de la 

metodología de RGA y sus variantes (AFLP-RGA, NBS-profiling, etc) y su utilidad en el 

mapeo de genes de resistencia, sobre todo para aquellas especies en las cuales no se 

dispone de abundante información de secuencias genómicas o para las cuales no hay 

estudios genómicos. 

 

8.10. Análisis del marcador RGA(584) 

 

El marcador ligado al gen Rxcmm obtenido mediante la metodología de RGA se estudió 

mediante el empleo de diferentes estrategias que involucraron el análisis a nivel de su 

secuencia nucleotídica, el estudio de una genoteca de BAC de S. bulbocastanum, su 
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empleo como sonda de RFLP en S. commersonnii y su posterior localización cromosómica 

en una población de mapeo de referencia de papa. 

El marcador RGA(584) se clonó exitosamente a partir de los geles de poliacrilamida 

teñidos con plata y se obtuvo su secuencia. Esta secuencia se depositó en bases de datos 

(Número de acceso al GenBank AF219941). Al momento de realizarse el primer análisis 

de búsqueda de identidad de la secuencia obtenida en las bases de datos, mostró similitud 

con secuencias de otros RGAs aislados de avena, arroz y trigo. La mayor identidad (82%, 

en aproximadamente 300 nt superpuestos) con un clon de una genoteca de BACs de tomate 

(AQ367206) desarrollada por el grupo del Dr. Rod Wing (CUGI Clemson University 

Genomics Institute, Clemson University, EUA). Teniendo en cuenta que tomate y papa 

presentan elevada sintenia entre sí, esta información fue interesante pero no permitió 

avanzar demasiado en la caracterización del marcador (si bien se contactó al jefe del grupo 

para obtener información referida a la localización de este clon en el mapa de tomate). 

Se realizaron nuevas comparaciones con las bases de datos de secuencias, mostrando una 

identidad del 90% con el gen Sw-5 de resistencia al tospovirus TSWV (Tomato Spotted 

Wilt Virus) de tomate (AY007367.1).  

El gen Sw-5 se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 9 de tomate (Stevens 

y col., 1992 y 1995; Chagué y col., 1996), siendo esta una primera evidencia de la posible 

localización del marcador RGA(584) y, por lo tanto, del gen Rxcmm.  

En el estudio de clonado posicional basado en mapa (map based cloning) del gen Sw-5 no 

se detectaron copias adicionales en el intervalo de 150 kb del cósmido que contenía al 

locus de este gen (Brommonschenkel y Tanksley 1997). Brommonschenkel y col. (2000) 

basados en el aislamiento de varios ADNc de este gen y usándolos como sondas de RFLP 

mostraron que Sw-5 es miembro de una familia multigénica presente en forma dispersa en 

cromosomas 9 y 12 de tomate. Describieron 4 homólogos a Sw-5 que mapean en la región 

telomérica del cromosoma 9: tres homólogos por debajo del marcador CT220 y un 

homólogo que cosegrega con el marcador CT71 (a 2 cM por arriba de CT220), siendo éste 

el sitio homeólogo a la región del genoma de papa donde se localiza el gen de resistencia a 

Globodera pallida, Gpa6 (van der Voort y col., 1998). Otros dos homólogos mapean en 

regiones centroméricas del cromosoma 9, vecinos a la región donde mapea el gen Tm2a de 

resistencia al virus TMV (Tobacco Mosaic Virus) en tomate (Pillen y col., 1996). 

Finalmente, un homólogo a Sw-5 mapea en el cromosoma 12, cosegregando con el 

marcador TG360 en la misma región donde mapea el gen de resistencia a oídio (powdery 

mildew) Lv en tomate (Chunwongse et al. 1997) y donde se ubican en la región homeóloga 
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en papa los genes de resistencia a PVX Rx1 y de resistencia a Globodera pallida Gpa2 

(van der Voort y col., 1999; van der Vossen y col., 2000). En otro trabajo (Spassova y col., 

2001; grupo competidor al anterior) de clonado posicional del gen Sw-5 mediante el 

empleo de una genoteca de BAC, describen la presencia de dos secuencias tipo Sw-5 en el 

clon de BAC que contiene al marcador CT220 (Sw-5a y Sw-5b) siendo una la que confiere 

el carácter de resistencia y la otra un homólogo, y no descartan la posibilidad de que 

existan otros homólogos a este gen en otros sitios del genoma, basándose en resultados 

previos (Folkertsma y col., 1999). 

Si bien las secuencias de los homólogos a Sw-5 obtenidos mediante la estrategia de análisis 

de ADNc, no fueron depositadas en bases datos de secuencias, las evidencias encontradas 

por los estudios en tomate sugerirían que el marcador RGA(584) podría ser un homólogo a 

Sw-5 presente en S. commersonii localizado en cromosoma IX. Asimismo, la localización 

de uno de los homólogos en cromosoma 12 en la región donde se ubica el gen Rx1 de 

resistencia a PVX en papa fue un indicio más de que este marcador era importante en este 

trabajo para localizar al gen Rxcmm.  

El gen Sw-5 pertenece a la familia de genes de resistencia a enfermedades en plantas con 

estructura CC-NBS-LRR (Brommonschenkel y col., 2000; Spassova y col., 2001). El 

análisis de la secuencia aminoacídica del gen Sw-5 (Brommonschenkel y col., 2000; 

Spassova y col., 2001) muestra que la mayor identidad (30% o 51%), la posee con el gen 

de resistencia a nematodes Mi (Milligan y col., 1998) y al gen Prf (35% o 43%) de 

resistencia a Pseudomonas syringae (Salmeron y col., 1994), ambos de tomate. 

Brommonschenkel y col. (2000) comparan la región central del NBS con la de otros genes 

de resistencia (Mi, Prf, RPM1: gen de resistencia de A. thaliana, Grant y col., 1995) 

incluyendo en el análisis la región central del NBS del gen Rx1 (van der Voort y col., 

1999) mostrando una elevada conservación de secuencia entre estos genes.  

En este contexto, el marcador RGA(584), si bien no se localiza estrechamente ligado al gen 

Rxcmm, revelaría la presencia de un locus complejo (cluster de genes) de resistencia a 

fitopatógenos, donde podría estar ubicado el gen de interés. 

En la comparación a nivel de secuencia del marcador RGA(584) también se obtuvo una 

elevada identidad (86-88%) con secuencias de tipo ESTs de papa y tomate aislados de 

distintas colecciones de ESTs para estudios de respuesta a distintos estreses (Papa: 

EST617360, EST495256, EST614292 y TC130183; Números de acceso al GenBank 

BQ509945.2, BG596578.1, 506877.2 y UP/Q941Q8, respectivamente; Tomate: 

EST341354, Número de Acceso al GenBank AW979731.1). Esto indicaría que el 
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marcador se localizaría en una región del genoma transcripcionalmente activa y con 

presencia de genes funcionales o que dicho marcador podría corresponder a un gen 

funcional. 

Paralelamente, se realizó un análisis exploratorio de una genoteca de BAC de S. 

bulbocastanum (Song y col., 2000) disponible comercialmente. Si bien no está reportado 

en la literatura la caracterización de S. bulbocastanum en cuanto a su resistencia a PVX, se 

decidió evaluar el marcador RGA(584) para analizar la capacidad del mismo en la 

detección de clones de interés y familiarizarse con las metodologías de estudio de una 

genoteca de grandes insertos.  

Se analizaron distintas estrategias de selección de clones (ver 7.11.2.) que resultaron en 

una identificación inicial de 70 clones positivos. Este resultado fue el esperado 

considerando la representatividad de la genoteca (3,57X) y las condiciones poco exigentes 

de selección debido al empleo de una sonda heteróloga. Finalmente, se seleccionaron 14 

clones positivos por hibridación y/o PCR debido a que no se encontró correlación entre 

intensidad de la señal de hibridación empleando el RGA584 como sonda con la señal de 

amplificación obtenida mediante PCR con iniciadores específicos para dicho marcador. 

Esto indicaría que ambas estrategias de análisis pueden ser complementarias y no 

necesariamente excluyentes. El tamaño de insertos obtenido para estos clones estuvo de 

acuerdo con el tamaño teórico esperado, descripto para esta genoteca. 

Sobre estos clones, se realizó una amplificación por PCR empleando el marcador 

RGA(584) para obtener los fragmentos que luego se purificaron, se secuenciaron y se 

analizaron las secuencias obtenidas.  

Estas secuencias mostraron alta identidad (90%) con el gen Sw-5 de tomate (AY007367.1) 

de acuerdo con los resultados de identidad del marcador RGA(584).  

Se obtuvo también una elevada identidad (mayor al 90%) con dos RGAs aislados de 

tomate silvestre Lycopersicon hirsutum (rebautizado Solanum habrochaites) denominados 

SS14 y SS20 (Número de acceso al GenBank AF534312 y AF534305, respectivamente) 

(Niño-Liu y col., 2003). 

Mediante el análisis bioinformático, se obtuvieron dos secuencias ensambladas (contigs) 

con 3 secuencias cada uno, y un contig con 5 secuencias, representativos de 11 secuencias 

y tres secuencias restantes quedaron como secuencias únicas (singletons). Este resultado 

indicaría la presencia de distintas copias de la secuencia de interés y de clones de secuencia 

relacionada, que podrían corresponder a un mismo locus en el genoma.  
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El alineamiento de estas secuencias conjuntamente con las secuencias RGA(584) de S. 

commersonii (AF219941), el gen Sw-5 de tomate (AY007367.1) y los dos RGAs aislados 

de tomate silvestre que mostraron alta similitud SS14 (AF534312) y SS20 (AF534305); 

mostró una elevada conservación a nivel nucleótidos entre las 12 secuencias estudiadas. 

Estas secuencias podrían tratarse de variantes alélicas u homólogos al gen Sw-5 presentes 

en S. bulbocastanum. En pimiento (Capsicum spp.) también se encontraron homólogos a 

Sw-5 localizados en cromosoma 9 (Jahn y col., 2000). Esta conservación en la localización 

de homólogos a Sw-5 en el cromosoma 9 y de otros genes de resistencia a enfermedades en 

la familia Solanaceae ha sido reportada (Grube y col., 2000).  

Como una perspectiva futura, para continuar con la caracterización de los clones aislados, 

se podrían enviar a secuenciar sus extremos (BAC end sequencing) para así contar con 

información adicional de los mismos. 

En una comparación reciente con bases de datos, estas secuencias mostraron una elevada 

identidad (89%) con un clon de BAC de tomate del cromosoma 9 (Número de acceso al 

GenBank EU139072.1: Solanum lycopersicum chromosome 9 clone C09HBa0226D21): 

Este clon corresponde al proyecto de secuenciación completa del genoma de tomate (The 

International Tomato Genome Sequencing Project, SOL genomics network, 

http://www.sgn.cornell.edu/about/tomato_sequencing.pl). Esta iniciativa se lleva a cabo 

por un consorcio internacional en donde el cromosoma 9 está siendo secuenciado por un 

grupo de investigación de España. Hasta el momento se encuentra secuenciado un 42% de 

dicho cromosoma. En ese sentido, no podemos descartar que en un futuro cercano 

tengamos a disposición información adicional de esta región del genoma. 

El marcador RGA(584) se analizó como sonda de RFLP para detectar polimorfismo en S. 

commersonii y luego enviarlo al grupo de la Dra. Christiane Gebhardt (Max-Planck-Institut 

für Züchtungsforschung, Köln, Alemania), con el objeto de ubicarlo en un mapa de papa de 

referencia mediante el análisis de la población de mapeo F1840 (H82.337/49, P18 parental 

femenino y H80.696/4, P40 parental masculino, híbrido entre S. tuberosum ssp. tuberosum 

y S. spegazzini). Este mapa de papa fue el empleado por Leister y col., (1996) para 

localizar los primeros RGAs aislados de papa y es un mapa de referencia muy importante y 

ampliamente usado (Gebhardt y col., 1989 y 1991). 

Mediante esta colaboración, se pudo ubicar al marcador RGA(584) en el mapa de papa 

detectándose tres locus: un locus mayor que mapea en el cromosoma IX, en una posición 

distal del mismo, y que podría ser sinténico con el gen Sw-5; y dos locus secundarios. 

Estos dos loci de menor importancia se localizan uno en el cromosoma IX (en una región 



Discusión 

137 

más proximal, entre los marcadores TG105(b) y GP(129)) y el otro locus en el cromosoma 

I, cercano al locus S y al locus de RGAs St1.2.4(a). En ese sentido, este marcador se 

comportaría de la misma forma que otros marcadores RGA estudiados por el grupo de la 

Dra. Gebhardt, detectando una familia de genes. Esto último estaría dado por la alta 

conservación a nivel de secuencia de los genes involucrados en respuesta a patógenos. 

Estos resultados coincidieron con la información disponible a nivel de secuencia del 

marcador RGA(584) y la localización del Sw-5 y sus homólogos en tomate y pimiento, 

apoyando la hipótesis de que el gen Rxcmmm se localizaría en una región distal del 

cromosoma IX de papa.  

Analizando en mayor profundidad los genes de resistencia a enfermedades en papa 

presentes en cromosoma IX se encontró que en la región distal de este cromosoma se 

encontraba localizado el gen de resistencia de tipo hipersensible al PVX Nxphu (Tommiska 

y col., 1998). Este gen proviene originariamente de S. phureja, una especie diploide 

silvestre de papa originaria de la región andina de América del Sur y empleada por los 

mejoradores como polinizador de la papa cultivada para inducir la generación de 

haploides. El gen Nxphu fue mapeado mediante el análisis de un cruzamiento interespecífico 

(S. tuberosum x S. phureja) localizándose en la región distal del brazo largo del 

cromosoma IX cosegregando con el marcador TG424 y a 11,1 cM del marcador CT220. 

En base a estos datos, se puede hipotetizar que podrían existir relaciones homeoalélicas 

entre el gen presente en S. commersonii y el gen Nxphu.. El grupo de Tommiska y col., no 

siguió trabajando posteriormente en el tema, con lo cual no se dispuso de información a 

nivel de secuencia de este gen que hubiera sido útil para amplificar homólogos en S. 

commersonii y verificar esta hipótesis. 
Paralelamente, se evaluó otra población de referencia de S. tuberosum correspondiente al 

mapa ultra denso de papa (UHD: Ultra High Density Map, http://www.dpw.wageningen-

ur.nl/uhd) provista por el Dr. E. Ritter (NEIKER-Tecnalia, España) consistente en los dos 

parentales del cruzamiento (RH y SH) y 90 individuos progenie, disponible como ADN. El 

análisis de marcador RGA(584) como SCAR sobre esta población no reveló polimorfismo 

y, por lo tanto, no fue posible su mapeo en la misma. Esto puede deberse a que los sitios de 

unión de los iniciadores estarían conservados entre ambos genotipos parentales, 

produciendo la amplificación del marcador. Si bien se realizaron estudios sobre la 

secuencia de los fragmentos obtenidos, los mismos no fueron concluyentes y dado que se 

tenía el dato del mapeo en la población de referencia anterior, no se continuó analizando 

esta aproximación. 
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8.11. Búsqueda de marcadores informativos adicionales a partir del mapa de 

microsatélites de papa 

 

Los resultados obtenidos pusieron en evidencia la alta probabilidad de que el gen Rxcmm se 

ubicaría en la región distal del brazo largo del cromosoma IX. Esto se estudió mediante el 

empleo de 9 marcadores microsatélites disponibles a partir de los mapas públicos, 

correspondientes a los cromosoma I y IX (Milbourne y col,. 1998). En total, se obtuvo 

amplificación en S. commersonii de tres marcadores microsatélites STM1008 y STM1021 

(cromosoma IX) y STM1029 (cromosoma I) los cuales resultaron monomórficos entre los 

bulks resistente y susceptible. Por lo tanto, estos marcadores no fueron útiles para 

confirmar la localización del gen Rxcmm.  

Los 6 marcadores restantes no pudieron ser amplificados en condiciones óptimas, debido 

probablemente a una falta de conservación evolutiva de las secuencias flanqueantes al 

microsatélite que sirven de sitios de unión de los iniciadores específicos. Si bien, varios de 

estos marcadores (STM1049, STM2030, STM1052 y STM1017, STM3012) fueron 

empleados para caracterizar cerca de 1000 entradas de papa cultivada con el objeto de 

seleccionar una colección de SSR altamente informativa para genotipificar S. tuberosum 

(Ghislain y col., 2004); es evidente que el empleo de los mismos en otras especies del 

género puede verse limitado. Recientemente, se aislaron marcadores SSR a partir de bases 

de EST de papa los cuales fueron analizados en cultivares de S. tuberosum incluyendo 

cultivares provenientes de América del Sur (Feingold y col., 2005). En ese trabajo se 

define una colección de 18 SSR altamente informativos sugiriendo que podrían ser usados 

en estudios más amplios, incluyendo el análisis de especies silvestres y estudios de 

diversidad. Estos SSR se evaluaron recientemente en un análisis de diversidad que incluyó 

varias especies silvestres (exceptuando S. commersonii) (Spooner y col., 2007). Por lo 

tanto, existiría la posibilidad de disponer de este tipo de marcadores para posteriores 

análisis. 

 

8.12. Análisis de homólogos a genes Rx ya clonados 

 

El aislamiento de secuencias homólogas a Rx ya clonados se realizó en base a la estrategia 

descripta en Bendahmane y col. (2000). Este autor, empleando la estrategia de 

amplificación de homólogos a Rx1 combinada con un sistema de expresión transitoria de 

estos homólogos en plantas de tabaco que expresaban la proteína de cápside de PVX 
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(desencadenante o elicitor de la respuesta de resistencia) fue capaz de aislar el gen de 

resistencia extrema Rx2 (o Rxacl proveniente de S. acaule). Ambos genes se encuentran 

localizados en diferentes cromosomas (XII y V, respectivamente).  

En este contexto, a partir de la secuencia del gen de resistencia extrema a PVX, Rxadg o 

Rx1, proveniente S. tuberosum subsp. andigena y, debido a la conservación a nivel de 

secuencia de los genes de resistencia a enfermedades, se desarrolló una estrategia tendiente 

a la obtención de homólogos al gen Rx en S. commersonii. 

Para tal fin, empleando los iniciadores propuestos por Bendahmane y col. (2000) que se 

superponen con los codones de iniciación y terminación de la transcripción de Rx1 

(abarcando un total de 3245 pb), se realizaron reacciones de PCR tendientes a amplificar 

secuencias homólogas a Rx1 presentes en S. commersonii.  

Una primera aproximación consistió en comparar los perfiles de amplificación obtenidos 

para los bulks resistente y susceptible. Se obtuvieron 4 bandas de amplificación que se 

comportaron como monomórficas. Por lo tanto, se decidió clonar y secuenciar una banda 

mayoritaria de aproximadamente 3 kb, de acuerdo con el tamaño esperado para los genes 

Rx descriptos. Desafortunadamente, no pudo clonarse el fragmento completo obteniéndose  

un fragmento 700 pb que fue secuenciado. El análisis de la secuencia demostró que 

probablemente este fragmento podría tratarse de una secuencia parcial del fragmento de 3 

kb dado que sólo se identificó uno de los iniciadores en la secuencia.  

La secuencia obtenida se comparó con bases de datos. Este análisis reveló una elevada 

identidad nucleotídica (>93%) con las secuencias de los genes de resistencia a PVX ya 

clonados Rx1 y Rx2 (Bendahmane y col., 1999 y 2000), al gen de resistencia a nematodos 

Gpa2 (van der Vossen y col., 2000) que se encuentra en el mismo cluster de genes que Rx1 

y con el cual tiene una elevada identidad (van der Voort, 1999) y a secuencias homólogas a 

dichos genes de resistencia (RGCs) que se encuentran adyacentes a estos genes formando 

loci complejos (clusters). Por otra parte, se obtuvo una elevada identidad con secuencias de 

tipo RGA (o RGL: resistance gene like) aisladas de especies silvestres de papa como S. 

berthaulthi, S. chacoense y S. nigrum obtenidas mediante el empleo de iniciadores 

diseñados sobre la región LRR de los genes Rx1/Gpa2 y el gen Mi (Zaitzev y col., 2002). 

Mediante esta estrategia se pudo amplificar un homólogo a Rx presente en S. commersonii. 

Si bien no se realizó el clonado y análisis de secuencia de los demás fragmentos 

amplificados, esto demuestra que existirían otros homólogos a Rx en esta especie silvestre 

de papa.  
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Mediante una estrategia similar, Bakker y col. (2003) emplearon iniciadores basados en los 

motivos conservados del dominio LRR de los genes Rx1 y Gpa2 y aislaron 9 homólogos 

en papa. Todos presentaban una elevada identidad (93%-100%) con ambos genes. Estos 

homólogos fueron mapeados, localizándose únicamente en el cluster de genes del 

cromosoma XII donde se encuentran ubicados los genes Rx1/Gpa2. No encontraron 

evidencia de que hubiera otros homólogos a Rx1/Gpa2 adicionales fuera del cromosoma 

XII. El gen Rx2 se encuentra en cromosoma V y tiene una elevada identidad con el gen 

Rx1 (97,9% para el gen completo y del 99,4% a nivel del dominio LRR) y estos autores, 

destacan llamativamente, que no pudieron identificar homólogos en este cromosoma (si 

bien esperaban que esto ocurriera). Esto indicaría que el homólogo a Rx hallado en S. 

commersonii no necesariamente formaría parte del locus que contiene al gen Rxcmm y 

sugeriría que esta estrategia no es lo suficientemente efectiva como para identificar 

homólogos en loci donde probablemente se espera que estén presentes.  

Es factible que las secuencias obtenidas en S. commersonii sean secuencias funcionales, es 

decir, potencialmente el gen de resistencia extrema a PVX MS. Para abordar esta hipótesis 

deberían hacerse otros experimentos basados en la estrategia de “genes candidatos” 

(Candidate Gene Approach, Plieger y col., 2001). 

 

8.13. Confirmación de la localización cromosómica del gen Rxcmm mediante el empleo 

de líneas introgresadas de tomate 

 

Ante los resultados obtenidos empleando los microsatélites de cromosomas I y IX que no 

permitieron definir la localización del marcador RGA(584) y en función de la elevada 

identidad encontrada entre las secuencias ligadas de tipo RGA con genes de tomate 

(especie muy emparentada con la papa y con un porcentaje muy alto de sintenia), se 

decidió utilizar una población de referencia internacional de mapeo de tomate para 

corroborar la localización del marcador RGA(584). 

Para ello, se emplearon las líneas introgresadas de tomate (Eshed y Zamir, 1994) para 

estudiar la localización del marcador RGA(584) ligado al gen Rxcmm. Esta estrategia 

también fue empleada exitosamente para identificar la localización cromosómica de 

marcadores aislados a partir de otra especie silvestre de papa (Smilde y col., 2005). 

Luego de una serie de estudios sucesivos se determinó que el polimorfismo dado por el 

marcador RGA(584) estaba localizado en la IL 9.3, indicando una posición de mapa para 

éste en la región distal del brazo largo del cromosoma 9. Dado que el marcador analizado 
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está ligado al gen Rxcmm, esto permitió inferir la localización para el gen de resistencia 

extrema a PVX MS presente en S. commersonii en el cromosoma IX de papa (homeólogo 

al cromosoma 9 de tomate). Esto confirmó las hipótesis anteriormente planteadas por: los 

estudios a nivel de secuencia tanto del marcador RGA(584) como de los homólogos 

aislados de S. bulbocastanum, la información de mapeo suministrada por el grupo de la 

Dra. Gebhardt y la localización del gen de resistencia hipersensible a PVX Nxphu. El 

análisis realizado apoya la existencia de un cluster de genes de resistencia en la región 

distal de cromosoma IX de papa y de otras especies de la familia Solanaceae, confirmando 

la elevada sintenia dentro de esta familia (Grube y col., 2000).  

 

8.14. Análisis de marcadores moleculares específicos de la región del cromosoma IX, 

generados a partir de mapas o trabajos de mapeo en distintas especies de Solanum. 

 

Ante la evidencia experimental de la localización del gen de interés en la región distal del 

brazo largo del cromosoma IX, se decidió ensayar distintos marcadores localizados en esta 

región genómica propuestos por la literatura y/o generados a partir de bases de datos de los 

mapas públicos disponibles. Para ello, se emplearon los ADNs de los bulks B1R y B1S y, 

en casos particulares, ADN de S. lycopersicum y S. pennellii como control. 

De esta forma, a partir del trabajo publicado por Smilde y col. (2005) se seleccionaron los 

siguientes marcadores: E325111 (correspondiente a un fragmento derivado de un EST de 

tomate), CP110, Sw5m, T156 y TG328. Se obtuvieron fragmentos de amplificación para 

los marcadores E325111, T156 y TG328 pero no permitieron detectar polimorfismo entre 

los bulks de S. commersonii. No se obtuvieron productos de amplificación para los 

marcadores Sw5m y CP110. Esto último debido a que la secuencia de los iniciadores 

publicada en el trabajo presentaba errores (comunicación personal con el autor). 

A partir del trabajo publicado por Marczewski y col. (2006) se seleccionó el marcador 

SC878(885) localizado en la región distal del cromosoma IX. Este marcador es un 

marcador tipo SCAR derivado de un marcador ISSR denominado UBC962. Este marcador 

se localiza en una región más cercana al centrómero del cromosoma IX, alejada de la 

región distal de este cromosoma. Lo interesante es que el marcador UBC962 comparte una 

identidad de un 94% con la región del cromosoma XII de S. tuberosum que contiene al gen 

Rx1 de resistencia a PVX y un 84% de identidad con la región 5´ no traducida del gen 

Gpa2, (AF195939.1) de resistencia al nematodo del quiste de papa Globodera pallida, el 

cual está física y estrechamente ligado a Rx1. Si bien se pudieron obtener productos de 
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amplificación, no se detectaron polimorfismos entre los bulks resistente y susceptible. Si 

bien sería interesante secuenciar alguno de los fragmentos de amplificación obtenidos, esto 

no se realizó debido a que no se obtenía una banda mayoritaria. Si esto fuera posible, sería 

interesante analizar la similitud con secuencias en base de datos y la posibilidad de que sea 

una secuencia ortóloga con una elevada identidad con genes de resistencia a PVX ya 

caracterizados. 

Finalmente, a partir del mapa público de papa (http://www.sgn.cornell.edu/) se seleccionó 

el marcador GP101 (de tipo RFLP) localizado en la región distal del cromosoma IX para el 

cual se encuentra depositada la secuencia del mismo y a partir de la misma, se diseñaron 

oligonucleótidos iniciadores que fueron empleados en reacciones de amplificación sobre 

los pooles de S. commersonii resistente y susceptible a PVX no presentando polimorfismo 

aún analizando distintas enzimas de restricción para evaluarlo como un marcador tipo 

CAPS.  

La información provista por otro trabajo permitió el análisis del marcador S1d11 derivado 

de la secuencia de un EST de S. tuberosum (Śliwka y col. 2006). Este marcador pudo ser 

amplificado en S. commersonii, S. lycopersicum y S. pennellii pero no se detectó 

polimorfismo. 

Dado los resultados negativos obtenidos para el marcador Sw5m (Smilde y col., 2005) se 

decidió analizar el marcador Sw5 descripto en el trabajo de Garland y col. (2005). Se pudo 

obtener amplificación en S. commersonii, S. lycopersicum y S. pennellii. No resultó 

polimórfico entre los bulks de papa silvestre ni en tomate, evidenciando que estos 

iniciadores estarían amplificando probablemente otros homólogos a Sw-5 no asociados a la 

resistencia ni relacionados con el marcador RGA(584).  

A partir del trabajo de Folkertsma y col. (1999) se ensayó el marcador 4-6JRB desarrollado 

a partir de la información de un clon de BACs en el cual se encontraba el gen Sw-5. Este 

marcador produjo una amplificación pobre y no polimórfica en los bulks en estudio.  

Finalmente, a partir de este último trabajo y de la información disponible en bases de datos 

de solanáceas (www.sgn.cornell.edu), se analizó el marcador CT220. Este marcador fue 

amplificado exitosamente en S. commersonii, S. lycopersicum y S. pennellii presentando 

polimorfismo entre especies como así también entre los bulks resistente y susceptible a 

PVX MS.  

En conclusión, se seleccionaron distintos tipos de marcadores moleculares generados a 

partir de mapas de referencia para papa y/o tomate o de información disponible a partir de 

trabajos publicados de mapeo de genes en distintas especies de Solanum. Prácticamente 
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todos estos trabajos implican el mapeo de genes (o QTLs) de resistencia a enfermedades en 

dicho cromosoma. En total se estudiaron 11 marcadores pertenecientes al cromosoma IX. 

Siete marcadores provenían de otras especies silvestres de papa, un marcador derivaba de 

papa cultivada y tres marcadores se desarrollaron en tomate. Cinco marcadores fueron de 

tipo CAPS, cinco marcadores analizados fueron de tipo SCAR y un marcador deriva de un 

EST. 

Para cada uno de ellos se analizaron las condiciones de amplificación y detección de 

polimorfismo en la población de mapeo de S. commersonni y en los parentales de las ILs. 

Un total de 8 marcadores pudieron ser amplificados exitosamente en S. commersonii, 

adaptando a la especie en estudio las condiciones metodológicas descriptas para otras 

especies. 

No obstante estos marcadores no se comportaron como polimórficos en S. commersonii, 

con lo cual no fueron de utilidad para el mapeo del carácter de interés. 

La falta de polimorfismo en S. commersonii para estos marcadores, puede deberse a un 

bajo nivel de variabilidad entre los individuos de la población de mapeo o a que las 

metodologías descriptas no permiten detectar polimorfismo en esta especie silvestre y, por 

lo tanto, deben analizarse otras estrategias (probar otras enzimas de restricción en el caso 

de CAPS, secuenciar los fragmentos obtenidos, etc) para que estos marcadores sean de 

utilidad.  

En este contexto, sólo el marcador CT220 se comportó como polimórfico. Por lo tanto, se 

decidió analizarlo en la población en estudio y estudiar la cosegregación entre el marcador 

y el carácter de interés. Así, el marcador CT220 se encontró ligado al gen Rxcmm a una 

distancia de 23,5 cM (LOD=3), presentando cierta distorsión en la segregación debida a 

una sobrerepresentación del fenotipo “presencia de banda” (χ2
1(1):1(0)=8,53; p<0,05). El 

marcador CT220 está estrechamente ligado al gen Sw-5 de tomate (Stevens y col. 1995) 

confirmando una vez más la localización del gen Rxcmm. 

 

8.15. Mapeo del gen de resistencia extrema a PVX presente en S. commersonii Rxcmm 

en cromosoma IX 

 

El gen de resistencia extrema a PVX MS, Rxcmm, se localizó en la región distal del brazo 

largo del cromosoma IX, flanqueado por un marcador de tipo AFLP E38M42(500) y el 

marcador CT220. Ambos marcadores presentaron cierta distorsión en la segregación. Esto 

puede deberse a que esta región está cercana al telómero donde es más frecuente este tipo 
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de fenómeno que ha sido reportado para este cromosoma y esta región (Gebhardt y col., 

1989 y 1991; van Os y col., 2006) como así también para el caso del mapeo de los otros 

genes Rx (Ritter y col., 1989). Los marcadores de tipo RGA, colocalizaron en el mapa. La 

única diferencia en el análisis para ambos marcadores fue un único individuo cuyo ADN 

no amplificó para el marcador obtenido con los iniciadores s1G/as1T. Asimismo, ambos 

marcadores comparten uno de los iniciadores de RGA (el as1+T) para su amplificación y el 

segundo iniciador sólo tiene un nucleótido de diferencia en 3´. Por lo tanto, es probable 

que estén amplificando el mismo locus. 

Por otra parte, el análisis empleando la metodología AFLP-RGA no permitió encontrar un 

marcador asociado, si bien podría haberse obtenido dado que de manera separada tanto la 

técnica de AFLP como la de RGA resultaron en marcadores informativos. De acuerdo con 

el mapa obtenido, estos marcadores se encuentran a ambos lados del gen Rxcmm y a una 

distancia considerable con lo cual se justifica la ausencia de marcadores de AFLP-RGA 

ligados a la resistencia. 

El resultado del mapeo realizado por el grupo de la Dra. Gebhardt nos permite orientar la 

búsqueda hacia la región más telomérica del cromosoma IX de papa, siendo posibles dos 

orientaciones de para el mapa obtenido para esta zona. Por lo tanto, sería interesante poder 

analizar otros marcadores de esta región para definir la orientación precisa, ya sea a partir 

de nuevos trabajos de mapeo de genes en esta zona (Szajko y col., 2008) como también 

mediante el empleo de otros marcadores localizados en la región, como por ejemplo 

marcadores COS (http://sgn.cornell.edu/COS_markers.html).  

Es importante destacar que esta región del cromosoma IX es una región con baja densidad 

de marcadores. Otras iniciativas tendientes a encontrar nuevos marcadores en papa, como 

la búsqueda de homólogos a secuencias de genes de resistencia de Arabidopsis para luego 

mapearlos en papa, no resultó en marcadores localizados en esta zona (Pajerowska y col., 

2005). De la misma forma, una estrategia similar pero empleada en tomate, tampoco 

consiguió obtener marcadores para esta zona del cromomsoma 9 (Pan y col. 2000). 

El gen de resistencia Rxcmm se encuentra en una zona del genoma correspondiente a un 

cluster de genes de resistencia donde están localizados los genes y/o loci mayores de QTLs 

de resistencia a patógenos en solanáceas: Gpa6 de resistencia a G. pallida en papa (Rouppe 

van der Voort y col., 2000); Sw-5 de resistencia al tospovirus TSWV en tomate 

(Brommonschenkel y Tanksley, 1997; Brommonschenkel y col., 1999), Nxphu de 

resistencia hipersensible a PVX en S. phureja (Tommiska y col., 1998), Rpi-moc1 de 

resistencia a P. infestans en S. mochiquense (Smilde y col., 2005), Rych de resistencia 
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extrema PVY (Sato y col., 2006), Rpi-phu1 de resistencia a P. infestans y Ny-1 de 

resistencia hipersensible a PVY ambos provenientes de S. phureja (Sliwka y col., 2006; 

Szajo y col., 2008). 

El nuevo gen de resistencia extrema Rxcmm a PVX MS de S. commersonni se encuentra en 

una región genómica distinta a la descripta para los otros genes de resistencia extrema a 

PVX ya clonados, Rx1 (proveniente de S. tuberosum subsp. andigena) y Rx2 (S. acaule), 

ubicados en cromosoma XII y V de papa respectivamente. Debido a esto, se podría 

postular que Rxcmm es un tercer gen de resistencia extrema a PVX, denominándoselo Rx3. 

Este trabajo de tesis es el primero que reporta la localización cromosómica de un gen de 

resistencia a virus en S. commersonii, especie silvestre diploide de papa de distribución 

mayoritariamente rioplatense.  

El gen de resistencia extrema a PVX de S. commersonii, Rxcmm, puede ser transferido a la 

papa cultivada a través de metodologías de mejoramiento específicas que permitan superar 

las diferencias de ploidías e incompatibilidades sexuales interespecíficas (Parrela y Cardi, 

1999; Spooner y col. 2007). Los marcadores hallados en el presente trabajo podrían ser 

herramientas útiles para asistir al mejoramiento (MAS: marker assisted selection). Por otra 

parte, los estudios realizados en esta tesis sientan las bases para trabajos futuros que 

podrían llevar al clonado basado en mapa del gen Rxcmm (map based cloning). 

En la actulidad, los nuevos genes provenientes de especies silvestres pueden ser 

identificados, clonados y transferidos mediante transformación genética a las especies 

cultivadas. Esto evita el arrastre por ligamiento de regiones genómicas no deseadas y 

permite la incorporación de múltiples genes de interés simulando, para el caso de genes de 

resistencia a enfermedades, la variación natural de genes R que existen en las poblaciones 

silvestres. La transformación genética en papa es relativamente rápida comparado con el 

mejoramiento tradicional. En este contexto, el gen de resistencia extrema contra las cepas 

hipervirulentas de PVX identificado en S. commersonii, Rxcmm, es un candidato importante 

para el mejoramiento de la papa mediante técnicas de ingeniería genética, pudiendo 

conferir resistencia durable contra este virus en cultivares futuros.  
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9. CONCLUSIONES 
 

 

La resistencia extrema a PVX presente en las poblaciones de S. commersonii es conferida 

por un gen único y dominante, denominado Rxcmm, de enorme importancia porque es capaz 

de resistir a la infección por una de las razas más virulentas de PVX, como es la MS. 

 

Se le realizó a una población segregante para el carácter un análisis de alta densidad de 

saturación de marcadores que implicó el escrutinio de alrededor de 10.770 loci con 

marcadores RFLP, RAPD, AFLP, AFLP-RGA y RGA a los que deben sumarse otros 

marcadores moleculares adicionales derivados de genes homeólogos de otras especies de 

Solanum y la utilización de poblaciones de mapeo de referencia internacional de papa 

cultivada y de tomate introgresado con una especie silvestre.  

 

Se empleó exitosamente la estrategia de análisis de grupos de segregantes (BSA) junto con 

las técnicas de RAPD, AFLP, RGA y AFLP-RGA para identificar marcadores moleculares 

ligados a esta resistencia, analizándose aproximadamente 10.770 loci. Mediante este 

estudio se pudo verificar que existen diferencias moleculares entre el segmento 

cromosómico que confiere resistencia presente en uno de los padres del cruzamiento con 

respecto a la región homóloga en el padre susceptible. Estas diferencias pudieron ser 

detectadas por dos de las técnicas utilizadas en este proyecto, AFLP y RGA, hallándose así 

tres marcadores ligados al gen Rxcmm. 

 

El análisis de loci adicionales a partir de ensayos empleando marcadores de otras especies 

de la familia Solanaceae contribuyó a los estudios de mapeo. En ese sentido, estos 

marcadores fueron útiles para descartar la localización del gen en los cromosomas I, V y 

XII como así también para permitir la localización del mismo en el cromosoma IX, 

anclando el mapa de ligamiento obtenido en dicho cromosoma. 

 

Se aplicaron exitosamente diferentes estrategias genómicas de caracterización molecular 

basadas en la sintenia entre los miembros de la familia Solanaceae para el mapeo del gen 

Rxcmm, que incluyeron la búsqueda de marcadores y secuencias homeólogas en genomas de 

especies relacionadas (S. bulbocastanum, S. lycopersicum, S. pennellii, S. tuberosum) 
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Se localizó un nuevo gen de resistencia extrema a PVX en el cromosoma IX de papa, 

siendo esta posición diferente a la reportada para los otros dos genes de resistencia extrema 

al PVX conocidos, pudiéndose postular que Rxcmm es un tercer gen de resistencia extrema, 

denominándoselo Rx3. 

 

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la importancia de las especies silvestres y de 

los recursos genéticos en general, como reservorios de genes de importancia agronómica 

como es el caso de la resistencia a enfermedades. 

 

Este gen es una nueva fuente de resistencia extrema a las cepas hipervirulentas de PVX de 

reciente aparición, que puede ser empleado en el mejoramiento de la papa cultivada; dado 

que los genes disponibles en los cultivares comerciales son superados por estas cepas y los 

marcadores moleculares aquí descriptos pueden ser de utilidad en la selección asistida. 
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