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RESUMEN

Para identificar polimorfismos asociados
al gen de resistencia al PVX en la papa silvestre
Solanum commersonii, se realizdO un analisis
de segregantes agrupados (BSA) asistido con
AFLPs. Estos polimorfismos estan basados en la
localizacion de un locus relacionado con la resis-
tencia al virus X de la papa (PVX). Inicialmente,
mediante un analisis de ELISA, los individuos de
una progenie F, previamente inoculados con el
PVX, fueron ubicados en 2 grupos, uno con los
individuos resistentes y otro con los susceptibles.
Posteriormente, para el BSA el ADN de todos los
individuos resistentes fue mezclado, lo mismo
el ADN de todos los individuos susceptibles.
Ambos grupos de ADN fueron analizados inde-
pendientemente, utilizando 64 diferentes com-
binaciones de AFLPs. El analisis de los geles
resultd en la identificacion de 22 combinacio-
nes diferentes de AFLPs que generaron bandas
relacionadas exclusivamente con el caracter de
resistencia al PVX.

INTRODUCCION

Los virus constituyen un problema muy
serio en una gran cantidad de cultivos, causan
pérdidas cuantiosas a los productores y en @ltima
instancia a la economia de los paises.
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ABSTRACT

Bulk segregant analysis (BSA) for
the detection of AFLPs linked to the PVX
resistance gene in Solanum commersonii. The
Bulked Segregant Analysis (BSA), in combination
with AFLP molecular markers, allowed the
identification of DNA polymorphisms in the
wild potato Solanum commersonii associated
to the resistance gene of the Potato Virus X
(PVX). Initially, the F, individuals were divided
in 2 groups, by the means of an ELISA test,
one group formed with the resistant individuals
and another with the susceptible ones. Later,
for the BSA, the mix of DNA from all resistant
individuals in one side, and the DNAs from all
susceptible ones on the other, were independently
analyzed using 64 different primer combinations.
By analyzing the bands obtained, 22 different
primer combinations yielded AFLPs related to
the PVX resistance trait.

En el género Solanum se conoce aproxi-
madamente 25 virus y viroides diferentes, que
infectan el cultivo en condiciones naturales.
Entre los virus de mayor importancia se encuen-
tran el virus del enrollamiento de la hoja
(PLRV), el virus del mosaico rugoso (PVY),
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el virus del mosaico latente (PVX) y viroi-
des como el del tubérculo ahusado de la papa
(PSTV) (Estrada 2000, CIP 1997, Valkonen et
al. 1996, Hooker 1986).

En Costa Rica, Brenes et al. (2002) infor-
man acerca de la presencia de 13 virus (PVY, PVA,
PLRV, PMTYV, PVS, PVV, APMoV, PAMYV, PVM,
PVT, AMV, PVX, TRSV) y un viroide (PsTVd) en
las plantaciones de las zonas paperas.

De los virus antes mencionados, el PVX
posee una alta infectividad, debido a su siste-
ma de transmision. Este se puede transmitir en
forma mecéanica, por contacto foliar y a través
del material de propagacion (Brenes et al. 2002,
Tommiska et al. 1998, Salazar 1995).

Para contrarrestar la presencia de los pato-
genos, las plantas presentan diferentes sistemas
de defensa. En papa la inmunidad o resistencia
extrema al PVX fue reportada inicialmente por
Schultz y Raleigh (1933) y Schultz et al. (1934)
seglin Querci et al. (1995). Esta resistencia esta
basada en un gen dominante designado Rx, aisla-
do inicialmente en Chile en Solanum tuberosum
subsp. tuberosum var. Villaroela (Estrada 2000,
Brigneti et al. 1997, Querci et al. 1995, Ritter et
al. 1991, Cockerham 1970).

Las razas de PVX han sido clasificadas
en 2 grupos, dependiendo del tipo de reaccion
que inducen en la planta: 1. Hipersensibilidad y
2. Resistencia extrema. En el primer grupo, los
genes inducen una reaccion en la cual el area de
infeccidon es delimitada por tejido necrdtico. En
este grupo se encuentran 2 genes denominados
N,y N, (Zaitlin y Palukaitis 2000, Querci et al.
1995). En el segundo grupo, los genes no inducen
una respuesta sintomatica en la planta, ya que
actlan principalmente mediante un mecanismo
que suprime o desestabiliza la replicacion del
virus o que promueve la degradacion del ARN
viral. En este grupo han sido reportados 2 genes:
el Rx, g proveniente de S. andigena y el Rx,,
que proviene de S. acaule (Bendahmane et al.
1999, Brigneti et al. 1997, Bendahmane et al.
1995, Goulden et al. 1993, Kohm et al. 1993,
Wilson 1993, Ritter et al. 1991, Cockerham
1970). La raza de PVX, 4 ha sido ligada con la
activacion de los genes Rx, pero es su habilidad
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de contrarrestar la resistencia de éstos lo que
la convierte en una raza sumamente virulenta
(Feigelstock et al. 1995).

El aislamiento de los genes de resisten-
cia, como los antes mencionados, ha sido posi-
ble, entre otras técnicas, con el uso de marca-
dores moleculares, entre estos se encuentran
los Amplified Fragment Lenght Polymorphism
(AFLP) (Vos et al. 1995). Esta técnica esta
basada en la utilizacion de la Polymerase Chain
Reaction (PCR) (Williams et al. 1990, Kim et al.
1998), donde la basqueda de polimorfismos a lo
largo del genoma de los individuos estudiados,
ocurre mediante la amplificacion selectiva de
fragmentos de restriccion. La técnica es muy sen-
sible y permite la localizacion de un niimero alto
de marcadores genéticos, que pueden ser identi-
ficados rapidamente y a un costo relativamente
bajo. Sin embargo, a la hora de analizar pobla-
ciones grandes la técnica se puede volver tediosa
y lenta. De alli que la combinacion de técnicas
como el BSA con los AFLPs es una herramienta
atil en el mejoramiento genético asistido por mar-
cadores moleculares.

El anilisis de segregantes agrupados
(Bulked Segregant Analysis o BSA) fue desarro-
llado por Michelmore et al. (1991) con RAPDs
en lechuga (Lactuca spp.). Esta técnica ha sido
utilizada para la identificacion de marcadores
moleculares ligados a un caracter monogénico,
dominante o recesivo. El método consiste en
comparar 2 grupos de muestras de ADN de indi-
viduos pertenecientes a una poblacidon segregan-
te. En cada grupo fenotipico los individuos son
idénticos para un caracter o gen de interés pero
no para otros genes. Dos grupos contrastantes
para un caracter, i.e. resistencia o susceptibilidad
a una enfermedad en particular, son analizados
para identificar marcadores que los caractericen.
Los marcadores ligados al locus que determina
el caricter de interés son polimoOrficos, mientras
que el resto de las bandas son monomorficas
(Peleman 1999, Li et al. 1998).

La técnica del BSA ha sido ventajosa en
una serie de estudios relacionados con el uso de
marcadores moleculares. Mediante esta técnica
ha sido posible identificar marcadores asociados
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a genes de resistencia a PVX en Solanum phure-
ja (Tommiska et al. 1998, De Jong et al. 1997),
a PVY y PVA en S. tuberosum subsp. andigena
(Hamalainen et al. 1998, Hamalainen et al.
1997), a el virus TYLCV en tomate (Chagué
et al. 1997), a mildew en cebada (Xu y Kasha
2000), a Phytophtora infestans en papa (Li et al.
1998), a Fusarium graminearum en maiz (Bai et
al. 1999). En el caso de la enfermedad conocida
como tizdn de las avellanas, con el uso del BSA,
los procesos tendientes al mejoramiento genético
de esta especie han sido reducidos hasta en 5 ahos
(Davis 1998).

El objetivo de este estudio, fue la localiza-
cion de AFLPs ligados al caracter de resistencia
al PVX mediante un andlisis de segregantes
agrupados o BSA.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El estudio se realiz0 en 26 plantas F,,
provenientes del cruce entre 2 individuos deno-
minados 78,7 y 2100, ambos heterocigotos y
resistentes al PVX ¢ de la papa; que a su vez eran
producto del cruce entre 2 progenitores silvestres
de Solanum commersonii. Tanto la poblacion
F, como la F, fueron producidas por el INTA
(Instituto Nacional de Tecnologia Agricola) de
Argentina.

Raza viral utilizada para evaluar
la resistencia

Para evaluar la resistencia o susceptibili-
dad de los individuos de la progenie (F,), estos
individuos fueron inoculados con la raza viral
PVX,s, la cual fue aislada de plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum) de la variedad Xanthi.

Inoculacion de las plantas
Hojas de tabaco (Nicotiana sp.) infecta-

das con el PVX fueron homogeneizadas en un
buffer fosfato 0,1 M (pH 8,0) en una relacion

de 1:2 (peso:volumen) (Russo et al. 1998). El
extracto obtenido fue aplicado a las hojas de
los padres y la progenie, ubicadas en la parte
media de las plantas, con el uso de un material
abrasivo. Las plantas fueron mantenidas en un
invernadero libre de insectos y con una tempe-
ratura de 22 a 25°C.

ELISA

Para corroborar el fenotipo de los pro-
genitores y establecer el de la F, (resistencia o
susceptibilidad) 30 dias después de la inoculacion
con el virus se realizd un analisis inmunologi-
co denominado ELISA doble-sandwich (DAS-
ELISA) (CIP 1997, Ausubel et al. 1995, Sanchez
y Cambra 1987). La infeccion se cuantificd
utilizando anticuerpo anti PVX conjugado con
fosfatasa alcalina de un kit comercial (Enzyme
immunoassay for the in vitro detection of potato
virus X, Boehringer Mannheim, Alemania), el
cual una vez agregado al sustrato presentd un
producto de reaccidon coloreado en los casos en
que habia presencia de virus en la planta.

Con el uso de un espectrofotometro de
8 canales automatico (Titertek Multiscan MC,
Flow Laboratory) calibrado a 405 nm y los con-
troles positivo y negativo fue posible cuantificar
la presencia del virus en las muestras.

Extraccion de ADN

El ADN gendmico de las plantas de papa
se extrajo mediante el método CTAB modificado
por Maroof et al. (1984) (citado en Hoisington
et al. 1994). Este consistid en pulverizar hojas
frescas con nitrégeno liquido en un mortero. El
macerado se incubo en buffer CTAB durante 60
a 90 min. a 65°C. Luego fue tratado con cloro-
formo:octanol (24:1 v/v) y el ADN fue precipi-
tado con isopropanol. El ADN fue cuantificado
mediante espectrofotometria ultravioleta.

BSA

Una vez extraido el ADN, la concentracidon
de cada muestra se uniformo a 450 ng ul”!, de los
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cuales se tomo6 5 ul de cada uno de los individuos
resistentes y se mezclo, igual se hizo para cada
uno de los individuos susceptibles (Michelmore
et al. 1991, Hamalainen et al. 1998, Tommiska
et al. 1998). De esta forma fueron preparados los
2 grupos para realizar un analisis con los marca-
dores moleculares AFLPs y asi poder identificar
polimorfismos, en el patron de bandas, ligados
exclusivamente al gen de resistencia.

Analisis mediante AFLP

La técnica de AFLP fue realizada segiin el
protocolo “AFLP Started Primer Kit” y “AFLP
Analysis System I” proveniente de Gibco BRL
(Eggenheim, Alemania) y siguiendo las recomen-
daciones dadas por Vos et al. (1995). Muestras de
ADN gendmico de 450 ng ul'! fueron digeridas
con las enzimas EcoRI y Msel (1U de cada una)
en un volumen de 12,5 ul durante 3 horas a
37°C. Luego se incubd la mezcla por 15 min. a
70°C para inactivar las enzimas. Posteriormente
se realizd la ligacion de los adaptadores EcoRI
(5-AATTGGTACGCAGTCTACCTCGTAGA
CTGCGTACC-3")y Mse1(5-TACTCAGGACTC
ATGACGATGAGTCCTGAG-3") en un volumen
de 12,5 ul de solucion adaptador/ligador, durante
2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se
hizo una dilucion 1:10 del producto de la ligacion
con buffer TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,1 mM
EDTA); de la que se tomd 2,5 ul para preparar 25
ul de la mezcla de pre-amplificacion (imprima-
dores, buffer 10X con Mg y la Tag polimerasa).
La pre-amplificacion consistid de 20 ciclos de:
desnaturalizacion por 30s a 94°C, hibridacion por
60s a 56°C y extension final por 60s a 72°C. Con
el producto de la pre-amplificacion se hizo una
nueva dilucién 1:5 con TE, de la que se tomd 2,5
ul para preparar 10 ul de mezcla para la amplifi-
cacion selectiva de los fragmentos pre-amplifica-
dos; en este paso se uso un par de imprimadores,
cada uno con 3 nucleotidos selectivos en el extre-
mo 3". El programa de PCR para esta etapa fue
de: 1 ciclo inicial de desnaturalizacion por 30s a
94°C, hibridacion por 30s a 65°C y extension por
60s a 72°C; seguido por 12 ciclos en los cuales la
temperatura de hibridacion disminuyo 0,7°C en
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cada ciclo. Finalmente se realiz6 23 ciclos de des-
naturalizacion por 30s a 94°C, de hibridacion por
30s a 56°C y de extension por 60s a 72°C. Para
todas las reacciones de amplificacion se utiliz6 un
termociclador “PCR System 9700 (PE Applied
Bio System, USA). Para el analisis con los mar-
cadores AFLPs se utilizd 64 combinaciones de
imprimadores (GIBCO BRL, “AFLP Analysis
System I”). Estos provenian de los imprimadores
EcoRI (5-GACTGCGTACCAATTC-nucledtidos
especificos-3") con 8 diferentes grupos de nucled-
tidos especificos (E-AAC, E-AAG, E-ACA, E-
ACT, E-ACC, E-ACG, E-AGC, E-AGG) y Msel
(5"-GATGAGTCCTGAGTA A-nucledtidos espe-
cificos-3") también con 8 diferentes grupos de
nucledtidos especificos (M-CAA, M-CAC, M-
CAG, M-CAT, M-CTA, M-CTC, M-CTG, M-
CTT) (Cuadro 1).

Electroforesis y visualizacion

A 10 ul de producto de amplificacion se
le agregdb un volumen igual de loading buffer
(10 mM EDTA, 98% formamida, 0,05% azul de
bromofenol y 0,05% xylene cyanole). Cada una
de las muestras fue desnaturalizada por 3 min. a
90°C y depositada rapidamente en hielo. Se colo-
cO 6 ul de cada muestra en un gel de acrilamida
al 5% y urea 7M. La electroforesis se realiz6 a 55
W hasta que el frente de xylene cyanole alcanzara
el final del gel.

La visualizacion del gel se realizo median-
te tincidn con nitrato de plata seglin las indicacio-
nes del proveedor (Promega, USA) con algunas
modificaciones para reducir la coloracion de
fondo e incrementar la sensibilidad del gel.

Todos los pasos, desde la mezcla de ADN
hasta la electroforesis, fueron realizados por
duplicado para asegurar la fidelidad del patron de
ADN generado.

Analisis de resultados

Para el analisis de las bandas se considerd
principalmente aquellas localizadas entre los 100
y los 500 pb. Las bandas ubicadas en el grupo con
fenotipo resistente se tomaron como base para la
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Cuadro 1. Combinaciones de imprimadores para el analisis de la poblacion 2100-78,7.

Combinaciéon EcoRI Msel Combinacion EcoRI Msel Combinacion EcoRI Msel
de imprimadores  (5—3") (5—=3") de imprimadores (5—=3") (5—=3") deimprimadores (5—3") (53

AFLP1 AAC CAA AFLP23 ACA CTG AFLP45 ACT CTA
AFLP2 AAC CAC AFLP24 ACA CTT AFLP46 ACT CTC
AFLP3 AAC CAG AFLP25 ACC CAA AFLP47 ACT CTG
AFLP4 AAC CAT AFLP26 ACC CAC AFLP48 ACT CTT
AFLP5 AAC CTA AFLP27 ACC CAG AFLP49 AGC CAA
AFLP6 AAC CTC AFLP28 ACC CAT AFLP50 AGC CAC
AFLP7 AAC CTG AFLP29 ACC CTA AFLP51 AGC CAG
AFLPS AAC CTT AFLP30 ACC CTC AFLP52 AGC CAT
AFLP9 AAG CAA AFLP31 ACC CTG AFLP53 AGC CTA
AFLP10 AAG CAC AFLP32 ACC CTT AFLP54 AGC CTC
AFLP11 AAG CAG AFLP33 ACG CAA AFLP55 AGC CTG
AFLPI2 AAG CAT AFLP34 ACG CAC AFLP56 AGC CTT
AFLPI3 AAG CTA AFLP35 ACG CAG AFLP57 AGG CAA
AFLP14 AAG CTC AFLP36 ACG CAT AFLP58 AGG CAC
AFLP15 AAG CTG AFLP37 ACG CTA AFLP59 AGG CAG
AFLP16 AAG CTT AFLP38 ACG CTC AFLP60 AGG CAT
AFLP17 ACA CAA AFLP39 ACG CTG AFLP61 AGG CTA
AFLP18 ACA CAC AFLP40 ACG CTT AFLP62 AGG CTC
AFLP19 ACA CAG AFLP41 ACT CAA AFLP63 AGG CTG
AFLP20 ACA CAT AFLP42 ACT CAC AFLP64 AGG CTT
AFLP21 ACA CTA AFLP43 ACT CAG

AFLP22 ACA CTC AFLP44 ACT CAT

caracterizacion molecular de los 2 fenotipos de RESULTADOS

interés. Para cada combinacion de imprimadores

se establecio la cantidad de bandas polimorficas Evaluacion del material inoculado
en los 2 grupos y el porcentaje de éstas en cada con el PVX, ¢

combinacion. En cada una de las combinaciones

analizadas se tom6 como polimorfismo cualquier A los 30 dias de la inoculacion de las plan-
banda que fuera diferente con respecto al grupo tas con el PVX, estas no presentaban clorosis,
resistente aunque ésta representara un bajo por- necrosis o un mosaico leve o severo; sintomas
centaje del total de las bandas observadas. observados por la infeccion con PVX (Hord y
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Rivera 1998, CIP 1997, FAO 1995, Feigelstock et
al. 1995, Goulden et al. 1993). Sin embargo, una
vez que se realizd la prueba de ELISA se deter-
mind que de los 26 individuos que forman la pro-
genie, 7 resultaron positivos respecto a la presen-
cia del virus, lo que indica que son susceptibles y
19 negativos, indicativo de que son resistentes al
PVX. Asi mismo, se comprobd que ambos padres
(78,7 y 2100) son resistentes al PVX, . El ana-
lisis de los resultados del ELISA en la progenie
mediante la prueba de Chi-cuadrado indicd que
existe un 88,75% de probabilidad de que la segre-
gacion para el carécter de resistencia a PVX s se
ajuste a la proporcidn fenotipica 3:1. Estos resul-
tados ponen de manifiesto el estado heterocigoto
de ambos padres y la naturaleza monogénica de
la resistencia en estudio.

Composicion de los grupos segregantes

Con los resultados obtenidos en la prueba
de ELISA se procedid a reunir el ADN de los
individuos segregantes en 2 grupos contrastantes
para el caricter de resistencia a PVX,, uno
formado por los 19 individuos resistentes y el
otro formado por los 7 individuos susceptibles.
La evaluacion independiente del ADN de ambos
grupos, al aplicar la estrategia de analisis de

(b)
R

(Tl

Fig. 1.

Agronomfia Costarricense 29(2): 45-55. ISSN:0377-9424 / 2005

AGRONOMIA COSTARRICENSE

segregantes agrupados (Michelmore et al. 1991,
Tabor et al. 2000), permiti6 identificar en un
corto plazo marcadores moleculares ligados a un
gen o region especifica del genoma.

Identificacion de marcadores polimorficos
mediante BSA

A partir de la mezcla del ADN de los indi-
viduos resistentes y de los susceptibles, se pudo
generar un perfil para los AFLP de los 2 grupos,
usando las 64 combinaciones de imprimadores
EcoRI/Msel. Se encontrd 3 tipos diferentes de
patrones de bandas (Figura 1): en el primer
caso, bandas ligadas directamente al caracter de
resistencia, o sea, las bandas estaban presentes
en el grupo de los individuos provenientes de
plantas resistentes y ausentes en el grupo de
los individuos susceptibles. Estas bandas fueron
seleccionadas como informativas para el pos-
terior analisis de la progenie (Figura la). En el
segundo caso no se encontrd ninguna banda poli-
morfica de importancia ligada especificamente
a alguno de los caracteres estudiados (Figura
1b) y el patron de bandas fue igual para ambos
grupos. Estas combinaciones de imprimadores
no se consideraron informativas para el analisis
total de la progenie. En el tercer caso, se encontrd

(c)

S R S

- —

ittt

t

y .'hl '..

Patron de bandas encontrado mediante el BSA en plantas de S. commersonii.
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bandas ligadas Gnicamente al grupo de los indivi-
duos susceptibles, pero que no estaban ligadas al
caracter de interés, la resistencia (Figura Ic).

El niimero de fragmentos amplificados
fue en promedio de 35 bandas por combinacion
de imprimador, con un tamafo entre los 100-500
pb (Figura 2).

Considerando cada fragmento de AFLP
como un locus -sin tener en cuenta posibles ale-
lismos entre diferentes fragmentos- se analizd
aproximadamente 2290 loci. Los patrones de
bandas de AFLP mostraron, en forma consisten-
te, ser altamente reproducibles.

De las 64 combinaciones de imprimado-
res analizadas, 22 (un 34,4%) mostraron bandas
polimorficas nitidas entre ambos grupos (Figura
2). En total se encontrd 247 bandas polimorficas,
las cuales representan un 10,77% del total de loci
analizados. De estas 247 bandas un 6,32% esta
ligado al caracter de resistencia y un 5,06% al
caracter de susceptibilidad, mientras que el resto
de las bandas esta ligado a ambos grupos.

De las 22 combinaciones de imprimadores
seleccionadas a partir del BSA, se observd que
los EcoRI, con las terminaciones ACA y AGC
estuvieron representadas en un 22,7 y un 18,1%
de las combinaciones, respectivamente. Mientras

Cantidad de bandas

que en los imprimadores Msel, la terminacion
CAG estuvo representada en un 22,7% de las
combinaciones.

DISCUSION
Evaluacion de la poblacion inoculada

Una vez inoculado el material con el virus
y después de 30 dias no se observd ninglin signo
visible de infeccion en las plantas. Esto nos con-
dujo a pensar que los sintomas foliares, en este
caso, no eran indicadores confiables para asignar
el caricter de resistencia o susceptibilidad en
las plantas. De esta forma, se decidio realizar el
ELISA, con el fin de determinar si la ausencia de
sintomatologia se debia a la ausencia del virus o
al tipo de respuesta de la planta.

Los resultados del ELISA mostraron, que
alin cuando no se observo ninguna sintomatologia
en las plantas inoculadas con el virus, algunas de
las plantas si estaban infectadas. En este caso el
ELISA viene a indicar que S. commersonii podria
ser una especie con resistencia extrema al PVX.
Esta caracteristica de S. commersonii cobra mas
importancia si se considera que dicho tipo de

B Bandas polimaérficas B Bandas totales

447 4 4157131621 8 4323252017 3 2 6 5814424760701 22555661 1534295 594062 2837 4863 10 30 4650363833 5432402453 64352627315713018529 7 4512

Combinaciones de imprimidores

Fig. 2.

Total de imprimadores utilizados y polimorfismos encontrados con el BSA. Cada combinaciéon fue generada

mediante los imprimidores EcoRI y Msel portadores de una secuencia de 3 nucledtidos especificos. La numeracion
corresponde al nimero especifico de imprimador indicado en el cuadro 1.
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resistencia no ha sido documentado ampliamente
en esta especie de Solanum y que las plantas
fueron inoculadas con la raza PVX,q, la cual
segln Feigelstock et al. (1995) en algunos casos
ha logrado contrarrestar la resistencia extrema en
plantas de papa.

En el caso de las plantas de S. commer-
sonii que lograron contrarrestar el ataque del
virus PVX ¢, se supone que tienen genes Rx que
podrian ser evaluados posteriormente mediante
el andlisis de la progenie con marcadores mole-
culares de interés.

Analisis fenotipico

La categorizacion fenotipica de los indivi-
duos pertenecientes a la poblacion de S. commer-
sonii en resistentes y susceptibles se facilitd por
la disponibilidad de una metodologia sencilla,
segura y eficiente como es la deteccion inmuno-
lo6gica, mediante el analisis ELISA. Esta técnica
es utilizada como método de diagndstico de
infecciones por diversos patogenos (Theilmann
et al. 2002, Oruetxebarria et al. 2000, Terrada et
al. 2000, Davis 1998, Rajamaki ez al. 1998, Santa
Cruz y Baulcombe 1993), en nuestro caso fue uti-
lizada para determinar la presencia o ausencia del
PVX en plantas inoculadas. Con esa metodologia
se identifico las plantas pertenecientes a la proge-
nie en estudio que presentaban resistencia o sus-
ceptibilidad a la infeccidn por la raza MS, que es
una de las més virulentas dentro del grupo de los
PVX (Feigelstock et al. 1995). Cabe destacar, que
esta resistencia se dio en la mayoria de los indi-
viduos de la progenie, alin cuando la infeccion se
realizd con gran cantidad de indculo viral.

Segregacion de la resistencia al PVX, ¢

El anilisis de segregacidon se ajustd a una
proporcion 3:1, lo que indica que la resistencia
al PVX, 4 es controlada por un Gnico gen y que
ambos padres son heterocigotas. Estos resultados
coinciden con los trabajos de Valkonen et al.
(1996) y Ritter et al. (1991), quienes indican que
la resistencia extrema es de origen monogénico.
Esto harfa sumamente atractivo el hallazgo de
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marcadores, que estén estrechamente ligados a
la resistencia en estudio, pues permitiria a los
programas de mejoramiento genético asistidos
por marcadores, realizar mas rapidamente la
transferencia de genes entre variedades, asi como
la introgresion de genes nuevos provenientes de
especies silvestres.

Utilizar una poblacion segregante para el
estudio, proveniente de padres heterocigotos, hace
que la progenie esté conformada por individuos
altamente variables. De esta forma, el grupo de
individuos resistentes se form6 con ADN tanto de
individuos heterocigotas como homocigotas y el
grupo de susceptibles con individuos homocigotas.
Esto tiene la ventaja de una mayor cantidad de seg-
mentos donde se puede encontrar marcadores liga-
dos al locus de interés (Michelmore ez al. 1991). Se
pudo observar que cualquier banda presente en el
grupo resistente y ausente en el grupo susceptible,
estarfa necesariamente ligada con el caracter de
resistencia buscado. Por otra parte, bandas en loci
no relacionadas con el locus R podian aparecer en
ambos grupos resistente o susceptible.

Analisis de segregantes agrupados (BSA)
con marcadores AFLP

Los resultados obtenidos con el BSA en
este estudio, son un indicativo de la eficiencia de
esta técnica en la identificacion de polimorfismos
especificos, relacionados con el gen de interés.
Esta ventaja del BSA ha sido utilizada en mul-
tiples trabajos, donde sobresale la utilizacion de
diferentes marcadores moleculares; ejemplos de
estos trabajos son las investigaciones de Rajesh
et al. (2002) para la localizacion de RGAs en
garbanzo, de Dulson et al. (1998) para RAPDs
en Brassica napus, de Hamalainen et al. (1997)
con RFLPs para la determinacion de un gen de
resistencia relacionado con el Virus Y de papa
y de Li et al. (1998) en papa con AFLPs para
determinar el alelo R2 que confiere resistencia
a Phytophthora infestans. Estos trabajos, ponen
de manifiesto que para una utilizacion efectiva
del BSA el Ginico requisito es la existencia de una
poblacion que segregue para un gen de interés
(Michelmore et al. 1991).



BLANCO Y VALVERDE: Andlisis de segregantes agrupados 53

Dentro del grupo de imprimadores utili-
zados para los AFLPs, las terminaciones ACA y
AGC del EcoRI y CAG del Msel, fueron las que
conformaron la mayor cantidad de combinacio-
nes. Estas son consideradas altamente informati-
vas, pues son un indicativo de que son comunes
en el genoma de S. commersonii. Esta caracterfs-
tica las convierte en secuencias de gran valor para
la confeccion de otros imprimadores, que generen
polimorfismos tanto para la creacion de mapas de
ligamiento como para mapas fisicos.

En resumen, el BSA permiti6 seleccionar
una serie de AFLPs relacionados con el gen de
resistencia al PVX en S. commersonii. Los AFLPs
identificados son el producto de una metodologia,
el BSA, que se puede aplicar con rapidez y faci-
lidad para el estudio de poblaciones ligadas a un
caracter monogénico, que permite analizar pobla-
ciones muy grandes o seleccionar imprimadores
de interés a partir de una gran cantidad de ellos; y
facilita enfocarse en regiones de interés a la hora
de analizar una progenie. Estas ventajas hacen del
BSA una de las herramientas mas utilizadas hoy
dia en los programas de mejoramiento genético
asistido con marcadores moleculares.
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