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RESUMEN GENERAL

RESISTENCIA A Phytophthora infestans EN Solanum spp. DEL VAVILOV
INSTITUTE OF PLANT RESEARCH

El tizon tardio (Phytophthora infestans) es la principal amenaza del cultivo de
papa (Solanum tuberosum) en el mundo, provocando pérdidas totales de
produccion. Mediante el mejoramiento genético de la papa se buscan cultivares
resistentes a esta enfermedad. Sin embargo, el patdgeno es capaz de producir
descendencias a partir de la reproduccion sexual, generando nuevas cepas mas
virulentas, resistentes a fungicidas y que le han permitido vencer innumerables
veces la resistencia genética en nuevos cultivares. Los genes de resistencia
vertical de Solanum demissum han sido utilizados para la obtencién de
variedades resistentes, pero con éxito limitado, por lo tanto existe un interés en
utilizar genes de resistencia horizontal, contenidos en diversas especies
silvestres de Solanum, por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar la
resistencia de 97 accesiones de 14 especies silvestres de Solanum en
condiciones de infeccion natural en el Valle de Toluca, México, durante dos ciclos
de cultivo consecutivos, y se busco detectar la presencia de genes de resistencia
en 23 accesiones seleccionadas con diferentes niveles de enfermedad. Se
detectaron efectos significativos para la interaccion de la variacion Accesion/Afo
en El Maximo de la Enfermedad, AUDPC estandarizado, tasa de aumento de la
enfermedad por unidad de tiempo y en el tiempo para alcanzar el 50 % de la
enfermedad. La variacion continua en estos parametros indicé la presencia de
genes R fuertes Gnicos o multiples para la resistencia a la enfermedad. Se
identificaron 23 accesiones de interés como fuentes potenciales de resistencia.
Se detecto la presencia de los genes R1, R8, Ssto-448, R2, Rpi-berl, Rpi- blbly
Rpi-blb2 mostraron amplificacion de maltiples bandas por muestra en diferentes
accesiones. No hay relacién entre el nivel de resistencia observada en las
accesiones evaluadas con la carga de genes de resistencia. Los genotipos de
Solanum que tienen una amplia gama de resistencia podrian usarse en
programas de mejoramiento y para estudios genéticos moleculares.

Palabras clave: recursos fitogenéticos, especies silvestres de papa, resistencia
vertical, resistencia horizontal.



GENERAL ABSTRACT

RESISTANCE TO Phytophthora infestans IN Solanum spp. FROM VAVILOV
INSTITUTE OF PLANT RESEARCH

Late blight (Phytophthora infestans) is the main threat to potato (Solanum
tuberosum) cultivation in the world, causing total production losses. Through the
genetic improvement of the potato, cultivars resistant to this disease are sought.
However, the pathogen can produce offspring through sexual reproduction,
generating new, more virulent strains that are resistant to fungicides and have
allowed it to overcome genetic resistance in new cultivars countless times. The
vertical resistance genes of Solanum demissum have been used to obtain
resistant varieties, but with limited success, therefore there is an interest in using
horizontal resistance genes, contained in various wild species of Solanum,
therefore, the objective of This work was to evaluate the resistance of 97
accessions of 14 wild species of Solanum under conditions of natural infection in
the Toluca Valley, Mexico, during two consecutive crop cycles, and sought to
detect the presence of resistance genes in 23 accessions selected with different
levels of disease. Significant effects were detected for the interaction of
Accession/Year variation on Maximun Disease, standardized AUDPC, rate of
disease increase per unit time, and time to reach 50 % disease. Continuous
variation in these parameters indicated the presence of single or multiple strong
R genes for disease resistance. 23 accessions of interest were identified as
potential sources of resistance. The presence of the R1, R8, Ssto-448, R2, Rpi-
berl, Rpi-blbl and Rpi-blb2 genes was detected in different accessions. There is
no relationship between the level of resistance observed in the accessions
evaluated with the load of resistance genes. Solanum genotypes that have a wide
range of resistancecould be used in breeding programs and for molecular genetic
studies.

Keywords: plant genetic resources, wild potato species, vertical resistance,
horizontal resistance.



1. INTRODUCCION GENERAL

El tizén tardio, causado por el oomiceto Phytophthora infestans (Mont.) De Bary, es
la principal amenaza para el cultivo de papa y tiene el potencial de devastar campos
enteros de produccion en todo el mundo (Grunwald & Flier, 2005). Esta enfermedad
no es un problema nuevo. En la década de 1840, fue responsable de la hambruna
irlandesa que provoco la muerte de un millébn de personas y la migracién de otros
1,5 millones (Haverkort et al. 2008). Recientemente ha causado epidemias en
Norteamérica (Fry et al., 2015a), Europa (Grunbech et al., 2015), Sudamérica
(Lindqvist-Kreuze et al., 2020), Africa y Asia (Fry et al., 2015b). Actualmente, P.
infestans se considera un patdgeno reemergente debido a que genera una
descendencia con una amplia diversidad genética, haciendo que el patégeno
adquiera mayor capacidad para quebrar la resistencia genética del hospedero y
provocar la devastacion de cultivos en nuevos lugares con una nueva y

sorprendente intensidad (Fry et al., 2015a).

Por méas de un siglo se ha intentado obtener cultivares comerciales resistentes al
tizon tardio, a través de cruces tradicionales con S. demissum, dando lugar a la
obtencién de materiales de papa resistentes, pero con una base genética estrecha
(Zoteyeva et al., 2012; Wastie, 1991). La especie S. demissum contiene 11 genes
R (R1 a R11) que confieren resistencia especifica de raza a diferentes cepas de P.
infestans en papas comerciales. Sin embargo, estos genes de resistencia han sido
superados sistematicamente por nuevas razas del patégeno y es probable que
tengan un uso agricola limitado en el futuro (Tiwari et al., 2015; Fry & Goodwin,
1997).

Debido a lo anterior, parte del mejoramiento genético de papas se ha centrado en
la utilizacion de genes de resistencia horizontal en los parientes silvestres de la papa
(Solanum spp.). Por ejemplo, el gen RB confiere un amplio espectro de resistencia
al tizon tardio de la papa fue clonado en 2003 a partir del hibrido somatico de S.
bulbocastanum (+) y S. tuberosum (Song et al., 2003). Por otro lado, en trabajos se

encontraron accesiones altamente resistentes al tizén tardio en especies silvestres
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y cultivadas de papa (Gopal & Singh, 2003; Khiutti et al., 2015; Bachmann-Pfabe et
al, 2019; Karki et al., 2020).

Las colecciones de especies silvestres y cultivadas de Solanum del N.I. Instituto de
Investigacion de Plantas Vavilov (VIR, Rusia) es una de las mas antiguas e
importantes. Actualmente, existe interés por rescatar y revalorizar estos materiales
genéticos, a través del proyecto internacional Cornell-Europa del Este-México
(Proyecto CEEM) en colaboracion con el Centro de Investigacion de Muochdéw
(Polonia). Este proyecto tiene como objetivo almacenar el material genético y
asegurar su disponibilidad para su uso en programas de mejoramiento de papa en
todo el mundo (Raman et al. 2000; Zoteyeva et al., 2012).

A través del Proyecto CEEM y en colaboracion con el area de Proyectos Especiales
en Programas Internacionales del Departamento de Desarrollo Global, Escuela de
Ciencias Vegetales Integrativas de Universidad de Cornell, Ithaca, NY, EE. UU. y el
Banco de Genes de Papa de EE. UU.-NRSP-6, Sutrgeon Bay, WI, el objetivo de
este trabajo fue identificar fuentes de resistencia al tizon tardio en papas silvestres
de la coleccion VIR en el Valle de Toluca, México.

Debido a que el Valle de Toluca es considerado el principal centro de diversidad
genética de P. infestans, donde las condiciones son Optimas para el desarrollo de
epidemias de tizon tardio, y, ademas, es el segundo centro de diversidad de
Solanum spp. (Lozoya-Saldafa, 2005; Grunwald & Flyer, 2005) se espera que los
genotipos resistentes identificados en este sitio puedan ser de interés para los

programas de mejoramiento de papa en todo el mundo.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1Ilmportancia de la papa (Solanum tuberosum L.) a nivel mundial

La papa (Solanum tuberosum L.) es la hortaliza mas cultivada del mundo y el cuarto
alimento mas producido después del trigo, el maiz y el arroz. A nivel mundial se
producen 370.436.581 toneladas de papa en 17.340.986 hectareas, dando un
rendimiento promedio de 21.4 t hal. El valor de la produccién anual esta cerca de
los 80 billones de ddlares (FAOSTAT, 2021).

La papa ha formado parte de la dieta humana desde hace miles de afios y
actualmente es un alimento basico para 1.300 millones de personas (Stokstad,
2019). En paises desarrollados la ingesta de adultos es de 50 a 150 g por dia,
mientras que regiones de Africa y Latinoamérica el consumo varia entre 300 y 800
g (Burgos et al.,, 2020). Su importancia alimenticia se basa en su contenido
nutricional. Cien gramos de papas cocinadas proporcionan alrededor del 30 % del
requerimiento de vitamina C y el 20 % del requerimiento de vitamina B6, ademas
proveen entre 96.3 y 123.2 kcal de energia. Ademas, son una fuente importante de
carbohidratos, proteinas de calidad, vitaminas C y B6, antioxidantes y minerales
como el potasio y en los Ultimos afios se ha destacado su Importancia en el combate
de la diabetes, el cancer y las enfermedades cardiovasculares (Burgos et al., 2020).

El origen de la papa comestible se encuentra en las regiones andinas de Perd,
Bolivia y Chile. Sin embargo, durante mucho tiempo, la mayor produccion se
realizaba en paises desarrollados (Norteamérica y Europa). A partir de 2005, debido
al incremento de la demanda, esto fue cambiando y la mayor produccién de papa
empezo a darse en paises en desarrollo (Devaux et al., 2020). Para satisfacer esta
demanda es necesaria la adaptacién de la papa a nuevos y diversos suelos y climas,

asi también, a plagas, enfermedades, calor y sequia (Stokstad, 2019).

Dentro de este contexto, el mejoramiento genético de la papa ha sido y sigue siendo
de vital importancia para cubrir la demanda mundial. La mayor parte de los

esfuerzos de mejoramiento se han centrado en la obtenciéon de genotipos
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resistentes al tizon tardio, causado por el oomyceto Phytophthora infestans (Mont.)

De Bary, principal amenaza del cultivo a nivel mundial (Grunwald & Flier, 2005).
2.2El tizdn tardio, la enfermedad; Phytophthora infestans, el patégeno.
2.2.1 Importancia histéricay actual del tizén tardio

El oomycete Phytophthora infestans Mont De Bary es el agente causal del tizén
tardio de la papa. Este patégeno ha sido calificado como “infame” por su papel en
la hambruna irlandesa en la década de 1840 (Leesutthiphonchai et al., 2018),
considerada la primera epidemia severa de plantas en la que se demostré que un
microorganismo emergente era el agente causal. En ese entonces, la poblacién
irlandesa era altamente dependiente del monocultivo de la papa con un limitado
namero de variedades, lo que favorecid la emergencia de esta epidemia

devastadora (Corredor-Moreno & Saunders, 2020).

La hambruna irlandesa marco6 un antes y después en la produccién de alimentos. A
partir de ella, inicié el desarrollo de la fitopatologia como ciencia y el mejoramiento
genético tuvo un nuevo enfoque hacia la busqueda de cultivares con resistencia a
enfermedades. Después de la hambruna, muchas personas quedaron fascinadas
con el patdgeno y la tecnologia actual permite responder muchas preguntas sobre

ese acontecimiento (Fry et al., 2015a).
2.2.2 P. infestans, un patégeno re-emergente

El patdgeno Phytophthora infestans es un oomycete, hemibiotrofico. Es una especie
heterotalica, con dos tipos de apareamiento (A1 y A2). Por mucho tiempo solo se
conocia el tipo Al y a la mitad del siglo XX se encontré que en México existian ya
desde hace tiempo ambos tipos de apareamiento. Posteriormente, a fines del siglo
XX, las migraciones de México distribuyeron una poblacion muy compleja y diversa
gue contenia tipos de apareamiento A1 y A2 a Europa, desde donde posteriormente
se distribuyeron a otros lugares (Fry & Grunwald, 2010).

Actualmente, P. infestans es considerado un patégeno re-emergente debido a que
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sus poblaciones varian constantemente en todo el mundo, provocando la
devastacion de cultivos en lugares nuevos con una intensidad nueva y sorprendente
(Fry et al., 2015a), pudiendo destruir un cultivo de papa en pocos dias, si no se
toman medidas de manejo (Vleeshouwers et al., 2011). El éxito de este patdgeno
no solo se debe a su elevada virulencia, sino también a su capacidad para vencer
las defensas de plantas resistentes al producir efectores que suprimen la inmunidad
de la planta y promueven la susceptibilidad, a esporulacion profusa con un periodo
latente corto que permite una rapida diseminacién y una estructura del genoma que
promueve la evolucion adaptativa de Phytophthora infestans al fomentar diversidad
genética, la cual permite adquirir resistencia a fungicidas (Leesutthiphonchai et al.,
2018).

2.2.3 Reproduccidon y ciclo de vida de P. infestans

Phytophthora infestans presenta dos tipos de reproduccion: asexual y sexual. En la
fase asexual se produce una zoospora a partir del esporangio. El esporangio sirve
como propagulo que le permite dispersarse a través de masas de aire y sobrevivir
en dias nublados (Fry & Grunwald, 2010), llega a los 6rganos aéreos de la planta y
germina directamente en el tejido del hospedero cuando las temperaturas se
encuentran por encima de los 21 °C (6ptimo a 25 °C) en un proceso gue dura entre
8 y 48 horas (Foolad et al., 2008). Por debajo de 21 °C, los esporangios liberan
zoosporas biflageladas (formacién éptima de zoosporas: 12 ° C). Por su parte, las
zoosporas cuentan con flagelos que le permiten nadar unos centimetros a través de
la lamina de agua en los tejidos o en el suelo, una vez que hacen contacto con el
hospedero, pierden los flagelos y enquistan para producir tubos germinativos que
serviran para invadir el tejido foliar o tubérculo del hospedero (Leesutthiphonchai et
al., 2018; Foolad et al., 2008; Porter et al., 2005). Cuando las condiciones son
favorables (humedad relativa = 90% y 12-18 °C) la esporulacién es 6ptima; una
lesion de tizon tardio puede producir hasta 300.000 esporangios por dia (Fry &
Goodwin, 1997) y el ciclo de vida asexual se puede completar en cuatro dias. En
esta fase, el patdbgeno se comporta como un parasito obligado ya que no cuenta con

mecanismos de supervivencia en el largo plazo, por lo que, para sobrevivir infecta
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tubérculos de papa, donde permanecen viables entre temporadas (Fry & Griinwald,
2010). Por otro lado, la recombinacion entre los tipos de apareamiento A1l y A2 da
lugar reproduccion sexual y la formacion de oosporas grandes y de paredesgruesas,
gue permiten que al patégeno sobrevivir en restos del cultivo o en el suelofuera de
la planta hospedera viva, convirtiéendose en fue de inéculo primario para una causar
una epidemia en una siguiente temporada (Fernandez-Pavia et al., 2004; Lozoya-
Saldafa, 2005; Fry & Grunwald, 2010). La recombinacion entre ambos tipos de
apareamiento da lugar a la generacion de nuevas cepas mas agresivas y en muchos
casos, con resistencia a fungicidas como el metalaxyl (Lozoya-Saldafa et al., 2017,
Foolad, 2008).

2.2.4 Centro de origen de P. infestans

Por algun tiempo se considerd que el centro de origen de Phytophthora infestans se
encontraba en la regién andina de Peru, sin embargo, la hipdtesis aceptada
actualmente es que se encuentra en el Valle de Toluca, ubicado en el altiplano
mexicano y considerado el principal centro de diversidad genética de P. infestans y
el segundo mayor centro de diversidad de Solanum spp. (Grinwald & Flier, 2005).
En el Valle, durante el verano, la temperatura oscila entre los 10 y 25 °C en un ciclo
diurno de 24 h, la humedad relativa es superior al 90 % en por lo menos 10 h diarias
durante varios dias y existe alternancia de periodos luminosidad/nubosidad,;
condiciones que son Optimas para el desarrollo del patdbgeno (Lozoya-Saldafia,
2005). Ademas, estan presentes varios hospedantes con diverso grado de
susceptibilidad y también, los grupos de compatibilidad del patégeno (Al y A2) se
encuentran en una proporcion 1:1, debido a que las poblaciones de P. infestans del
valle de Toluca son derivadas sexualmente, altamente recombinantes y por ende

de una gran diversidad genética (Flier et al., 2003).
2.3 El mejoramiento genético de la papa en la lucha contra el tizon tardio
2.3.1 Esfuerzos post-hambruna hasta la era pre-molecular

Posterior a la hambruna irlandesa, las epidemias de tizén tardio en cultivos de papa
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ocurrieron innumerables veces desde su aparicion hasta la actualidad, afectando a
varias regiones donde se cultiva papa en todo el mundo con frecuencia variable,

dependiendo de las condiciones meteoroldgicas (Foolad et al., 2008).

Los primeros trabajos de mejoramiento de papa para combatir al tizon tardio
iniciaron luego de la hambruna irlandesa. Al inicio, se realizaban cruzas
intraespecificas entre cultivares de Solanum tuberosum que daban lugar a
materiales sin resistencia al tizon tardio. Posteriormente, a inicios del siglo XX,
iniciaron las cruzas interespecificas entre Solanum tuberosum y la especie silvestre
mexicana Solanum demissum, la cual cuenta con demissum contiene 11 genes R
(R1 a R11) que confieren resistencia raza-especifica a diferentes cepas de

Phytophthora infestans en las papas cultivadas (Turner, 2005).

Entre 1920 y 1940, los programas de mejoramiento genético se basaron en genes
verticales de alta resistencia, principalmente de Solanum demissum, contra razas
especificas de Phytophthora infestans. En ese entonces existian pocos patotipos de
Phytophthora infestans dispersos fuera de México. A partir de 1950 se empezé6 a
combinar la resistencia vertical y horizontal de varias especies silvestres del género
Solanum, y se obtuvieron variedades con una resistencia moderada pero duradera
(Lozoya-Saldafia, 2011). Hasta la década de 1980 los materiales de papa
resistentes al tizon tardio contenian una base genética estrecha debido a que éstos
fueron obtenidos a partir de un limitado nimero de genotipos (Zoteyeva et al., 2012;
Wastie, 1991). Los materiales obtenidos con esos programas fueron resistentes por
muchos afios, sin embargo, los genes de resistencia que cargaban fueron
superados sistematicamente por nuevas razas del patdégeno, haciendo que tengan
un uso agricola limitado (Tiwari et al., 2015; Fry & Goodwin, 1997).

Actualmente, los cultivares existentes resistentes a P. infestans no son suficientes
para reducir las pérdidas de rendimiento, por lo que la investigacion se ha enfocado
a la busqueda e introduccion de nuevos genes de resistencia en los parientes
silvestres de la papa (Solanum spp.). La investigacion actual busca obtener
cultivares resistentes duraderos contra un amplio rango de aislados de

Phytophthora infestans, que posean multiples genes de resistencia y que pueden

18



desarrollarse en menos tiempo mediante enfoques convencionales y moleculares
(Tiwari et al., 2013).

2.3.2 Tipos de resistencia en Solanum spp.

Dependiendo del objetivo del mejoramiento, la seleccion de materiales se realiza
por la resistencia foliar o del tubérculo. La resistencia en ambos 6rganos no esta
asociada debido a que los genes involucrados en la resistencia en ambos érganos
son distintos (Lal et al., 2013, Zoteyeva et al., 2012; Kirk et al., 2001; Halterman et
al., 2008). Por ejemplo, en el Valle de Toluca, no se considera la evaluacién de la
resistencia del tubérculo debido a que los suelos son supresivos, los cuales reducen
la severidad del tizéon tardio en el tubérculo a pesar de que la oospora tenga la
capacidad de sobrevivir en el invierno (Lozoya-Saldafia et al., 2006; Fernandez-
Pavia et al., 2004; Lozoya-Saldafa & Hernandez-Vilchis, 2001). La resistencia foliar
al tizon tardio puede estar mediada por genes R que son raza-especificos, de
herencia mendeliana y faciles de incorporar para la obtencién de nuevos genotipos
resistentes, sin embargo, su limitante es que presenta un alto grado de resistencia
a una sola cepa del patégeno, caracteristica que esta controlada por uno o varios
genes de plantas. Por otro lado, la resistencia puede ser horizontal, cuantitativa o
de campo, conferida por la presencia de multiples genes (poligénicos), inespecificos
gue protege a la planta contra varias cepas de un patégeno, aungue la proteccion
no sea completa; este tipo de resistencia es dificil de utilizarlas en programas de
mejoramiento genético, pero son los mas deseables por su durabilidad potencial
(Karki et al., 2020; Lozoya-Saldafia, 2011).

Para combatir al tizén tardio, durante mas de 100 afios se ha trabajado en la
obtencion de cruzas para la obtencion de materiales resistentes. El potencial
geneético existente es las especies silvestres de papa (Solanum spp.) todavia es
dificil de concebir, pero dentro de su riqueza se han podido identificar genes que
confieren resistencia a un sinnimero de factores bioticos y abidticos. Las papas
silvestres mexicanas han sido reconocidas como una fuente sobresaliente de
resistencia al tizon tardio (Zoteyeva, 2020; Zoteyeva et al., 2012). Sin embargo, en

las especies sudamericanas se han identificado fuentes de resistencia.
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Actualmente, existe un interés en explotar los genes de resistencia de tipo
cuantitativo de amplio espectro que se encuentran en diversas especies silvestres

de papa.
2.3.3 El uso de especies silvestres de papa en mejoramiento genético

Existen unas 107 especies de papa silvestre, con ploidia variada que se distribuyen
en 16 paises que van desde el suroeste de los Estados Unidos hasta el centro de
Argentina y Chile (Spooner et al., 2019). Estas especies cuentan con una amplia
gama de caracteristicas que estan ausentes en las papas cultivadas
comercialmente, por ejemplo, resistencia a ambientes desfavorables, insectos,
nematodos, virus e incluso al tizén tardio (Villano et al., 2020). Existen humerosos
reportes de resistencia al tizon tardio en papas silvestres. Pérez et al. (2020)
observaron que 80 de 133 accesiones de especies silvestres de papa presentaron
resistencia cuantitativa, 18 especies de América Central y del Sur presentaron tanto
resistencia cualitativa como cuantitativa y cuatro especies mexicanas y dos
sudamericanas presentaron solo resistencia cualitativa. Micheletto et al. (2000)
identificaron fuentes de resistencia en Solanum commersonnii y Solanum
chacoense. Gopal & Singh (2003) identificaron 10 materiales resistentes de
Solanum tuberosum dentro una coleccion de 270 accesiones. Khiutti et al. (2015)
observaron variacion fenotipica, dentro y entre especies, en la resistencia al tizén
foliar y del tubérculo en accesiones de 34 especies. A partir de una coleccion de
1055 especies, Bachmann-Pfabe et al., (2019) identificaron 69 accesiones muy
resistentes y 311 moderadamente resistentes al tizon del tubérculo. Por su parte,
Karki et al. (2020), a partir de una coleccion de 384 accesiones, detectaron 68
especies resistentes al tizon tardio, e indicaron la presencia de genes similares a RB

en algunas de las accesiones seleccionadas de diferentes especies.

Asi también, se han realizado esfuerzos internacionales para caracterizar material
genético e identificar fuentes de resistencia. El Instituto de Investigacion de Plantas
N. I. Vavilov (Vavilov Institute of Plant Reseach, VIR de Rusia), almacena una de
las mas antiguas e importantes colecciones de especies silvestres y cultivadas de

Solanum en el mundo, las cuales fueron colectadas en los centros de origen de los
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cultivos. Actualmente, mediante el Proyecto CEEM (Cornell-Europa del Este-
México), para colaborar con el Centro de Investigacién de Miochéw (Polonia), se
busca rescatar y guardar material genético y asegurar su disponibilidad para
utilizarlos en programas de mejoramiento de papa en todo el mundo (Raman,
Grunwald & Fry, 2000; Zoteyeva et al., 2012). Bajo el liderazgo del Dr. John
Bamberg del Banco de Germoplasma de Papa Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA/ARS - U.S. Potato Genebank) también se han reportado
numerosas accesiones resistentes al tizon tardio, en més de 25 especies, las cuales
estan disponibles en la base de datos del USDA Germplasm Resources Information
Network (GRIN) (https://www.ars-grin.gov/). De igual manera, el Centro
Internacional de la Papa en Peru (CIP) (https://cipotato.org/) ha realizado esfuerzos
para conservar y proveer materiales para el resto del mundo y constantemente
estan trabajan en la basqueda de fuentes de resistencia al tizon tardio (Lindqvist-
Kreuze et al., 2020; Perez et al., 2000).

2.3.4 Limitaciones para el uso de papas silvestres

A pesar de gque existe una rica y variable cantidad de germoplasma de papa con
resistencia al tizon tardio, la introduccion de estas caracteristicas no ha sido una
tarea facil debido a que existen barreras biolégicas entre especies. La hibridacién y
las cruzas interespecificas se dificultan por la diferencia la variacion en la ploidia
(2n=2x=24; 2n=3x=36; 2n=4x=48; 2n=5x=60; 2n=6x=72) y el numero de balance
del endospermo (EBN, por sus siglas en inglés) (2x [1IEBN], 2x [2EBN], 4x [2EBN],
4x [4EBN], 6x [4EBN]) entre la especie cultivada (Solanum tuberosum) y las
especies silvestres (Haverkort et al., 2016; Johnston et al., 1980). El nUmero de
balance del endospermo se refiere al desarrollo del endospermo después de la
fertilizacion y en papas se establece que la proporcion de contribucion gendmica
debe mantenerse en una proporcién de 2:1 (materno/paterno) para el desarrollo
normal del endospermo (Depetris et al., 2018; Johnston et al., 1980). Para superar
esas barreras se ha procedido a diferentes técnicas como la reduccién del nUmero
de ploidias mediante el cultivo de anteras y regeneracion de plantas diploides a
partir de tetraploides, o haploides a partir de diploides (Pacheco-Sanchez et

al.,2003), el cruce de puentes entre especies, como en el caso de S. verrucosum
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(2EBN) que se cruz6 con éxito con S. bulbocastanum, S. pinnatisectum, S.
polyadenium, S. commersonii y S. circaelifolium, todas de 1EBN, rescate de
embriones, fusion de protoplastos o duplicacion de cromosomas con posterior
seleccion y retrocruzas normales con el material parental deseado (Bethke et al.,
2017).

2.3.5 Metodologias para estudios epidemiolégicos e identificacion de fuentes

de resistencia

Para detectar materiales resistentes al tizon tardio se aplican distintas metodologias
(Forbes et al., 2005) que incluyen pruebas de campo y ensayos de plantas enteras
(Stewart et al., 1983), ensayos en hojas desprendidas (Vleeshouwers et al., 1999)
y ensayos in vitro (Huang et al., 2005). Pérez et al. (2000) mencionaron que los
ensayos in vitro ofrecieron una vision general de los niveles de resistencia en los
germoplasmas y que son necesarias posteriores evaluaciones a campo. Por su
parte, Karki et al. (2020) indicaron que los ensayos de hojas desprendidas ofrecen
condiciones muy favorables para el desarrollo de la enfermedad, impidiendo la
identificacion precisa de la resistencia cuantitativa, y hacen que un mayor nimero
de genotipos califique como susceptible; ademas, no siempre existe una relacion
cercana en la resistencia del follaje evaluada en laboratorio y campo (Lal et al.
2013). Las pruebas de campo que miden el area bajo la curva de progreso de la
enfermedad proporcionan la mejor estimacion de la resistencia a las enfermedades
(Fry, 1978), sin embargo, en la mayoria de los sitios de evaluacion es necesario
realizar inoculaciones y cuando las condiciones no son favorables, los ensayos no
pueden realizarse debido a la falta de infeccidén por parte del patégeno (Sieber et
al., 2015). El Valle de Toluca en México es un sitio de importancia internacional para
la evaluacion de genotipos o para realizar estudios de eficacia de fungicidas, entre
otros, debido a que alli no se requieren inoculaciones debido a que la gran cantidad
de oosporas de cepas variables y virulentas que sobreviven al barbecho invernal y
gue sirven como fuente de in6culo (Lozoya-Saldafa, 2005; Fernandez-Pavia et al.,
2004; Shakya et al., 2018; Flier et al., 2003). Estas condiciones hacen que en
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mejoramiento genético cualquier clon de papa resistente al tizon tardio
Phytophthora infestans en Toluca tenga muchas posibilidades de seguir siéndolo en
el resto del mundo. Lo mismo sucede con los ensayos de fungicidas, pues cualquier
producto que controle al patégeno bajo las condiciones de Toluca también lo hara
en cualquier otra parte (Lozoya-Saldafia, 2005).

2.3.6 Nuevas técnicas y avances en el estudio de la resistencia en papas

silvestres

Técnicas como la mineria de alelos, estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS, por sus siglas en inglés) han permitido explorar el genoma de especies
silvestres para detectar genes homologos de resistencia, y la clonacion de genes
ha permitido conocer su expresion (Vossen et al., 2016; Tiwari et al., 2015; Gebhardt
et al., 2004; Kim et al., 2012; Sokolova et al., 2011). Por otro lado, la construccién
de mapas de ligamiento sirvié para comprender los genes de resistencia y para
desarrollar marcadores moleculares vinculados a los loci de resistencia (Tiwari et
al., 2013). En especies silvestres de papa se ha detectado una amplia gama de
marcadores ligados a genes R, loci de caracter cuantitativo (QTL, por sus siglas en
inglés) y marcadores de polimorfismo de nucleétido simple (SNP, por sus siglas en
inglés) que confieren resistencia al tizéon tardio (Lindqvist-Kreuze et al., 2014).
Algunas especies en las que se han encontardo genes son S. demissum, S.
bulbocastanum, S. brachistotrichum, S. edinense; S. hjertingii, S. microdontum, S.
schenckii; S. verrucosum, S. pinnatisectum, S. stoloniferum, S. papita; S.
polytrichon; S. mochiquense, S. phureja; S. venturii; S. dulcamara, S. berthaultii; S.
avilesi; S. capsicibaccatum, entre otras (Tiwari et al., 2013). Hasta la fecha, el gen
RB, clonado de S. bulbocastanum, obtenido por hibridacién entre S. bulbocastanum
(+) S. tuberosum es el gen mas eficiente para suprimir la infeccion por P. infestans
(Song et al., 2003), este fue un aporte importante para la generacién de nuevas
variedades con resistencia horizontal en diversos programas de mejoramiento
genético (Vossen et al.,, 2003; Lokossou et al., 2009; Park et al., 2005).
Posteriormente, homdlogos de este gen se encontraron en especies de Solanum

con y sin tubérculos (Wang et al., 2008). Con base en ensayos genéticos, de

23



resistencia y transgénicos, se han identificado genes RB que son funcionalmente
equivalentes a los de S. bulbocastanum en S. stoloniferum y S. verrucosum (Liu y
Halterman, 2006; Wang et al., 2008). Por otro lado, uno de los mayores logros en el
mejoramiento genético para combatir al tizén tardio fue el recién apilamiento de tres
genes de resistencia al tizon tardio en cultivares comerciales, los cuales han sido
muy efectivos, impidiendo por completo la infeccion sin ningun tipo de aplicacion de
fungicida (Ghislain et al., 2019).
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Abstract

Ninety-seven accessions of 14 wild Solanum species were
evaluated for late blight resistance under natural infection
conditions in the Toluca Valley, México, for two
consecutive growing seasons. Significant effects were
detected for the interaction of Accession/Year variation in
Disease Maximum, sAUDPC (standardized AUDPC), r
(rate of disease increase per unit time), and Tso (time to
reach 50% of the disease). Continuous variation in Disease
Maximum, sAUDPCs, r, and Tso indicated the presence of
unique or multiple strong R genes for disease resistance.
Eleven accessions from seven species with a high degree of
resistance (R) were identified. Seven accessions from six
species were also moderately resistant(MR) in both years.
Five accessions of three species were MR or R in just one
year, with 23 accessions being of interest as potential
sources of resistance. Solanum genotypes that have a wide
range of resistance could be used in breeding programs and
for molecular genetic studies.

Resumen

Catorce especies silvestres de Solanum se evaluaron para la
resistencia al tizon tardio en condiciones de infeccion
natural en el Valle de Toluca, México, durante dos ciclos
de cultivo consecutivos. Se detectaron efectossignificativos
para la interaccion de la variacion Accesion/Afo en El
Méaximo de la Enfermedad, sAUDPC (AUDPC
estandarizado), r (tasa de aumento de la enfermedad por
unidad de tiempo) y T 50 (tiempo para alcanzar el 50% de
la enfermedad). La variacion continua en el Maximo de la
Enfermedad, SAUDPCs, r, y T 50 indicaron la presencia de
genes R fuertes Gnicos o
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multiples para la resisten- cia a la enfermedad. Se
identificaron once accesiones de siete especies con un alto
grado de resistencia (R). Siete accesiones de seis especies
también fueron moderadamente resistentes (MR) en ambos
afios. Cinco accesiones de tres especies fueron MR 0 R en
solo un afio, con 23 accesiones de interés como fuentes
potenciales de resistencia. Los genotipos de Solanum que
tienen una amplia gama de resistencia podrian usarse en
programas de mejoramiento y para estudios genéticos
moleculares.
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Introduction

Late blight is caused by the oomycete Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary, and is the main threat to potato
cultivation, with the potential to devastate entire production
fields globally (Grinwald and Flier 2005). In the 1840s, it
was responsible for the Irish famine, which led to the deaths
of one million people and the migration of another 1.5 mil-
lion (Haverkort et al. 2008). It is currently considered to be
a re-emerging pathogen because its populations vary con-
stantly, causing the devastation of crops in new places with
new and astonishing intensity (Fry et al. 2015a). In the last
two decades, there have been epidemics in the USA, Canada,

Europe, South America, Africa, and Asia, with more than
USD 6 billion in losses and management expenses per year
(Lindgvist-Kreuze et al. 2020; Fry et al. 2015a, 2015b;
Grgnbech et al. 2015; Haverkort et al. 2008).

Fungicides are typically used to manage late blight. How-
ever, fungicide-resistant strains of P. infestans have emerged
through selection pressure caused by fungicides. Newly
resistant strains displace susceptible ones. These changesin
pathogen populations make potatoes a difficult crop to
manage. This problem, coupled with favorable conditions

32


mailto:picti87@gmail.com

American Journal of Potato Research

for the pathogen, leads to new destructive epidemics (Karki
et al. 2020).

Currently, P. infestans resistance in commercial cultivars
is rapidly overcome by new races of the pathogen; conse-
quently, research has focused on finding new resistance
genes (R genes) in the wild relatives of potato (Solanum
spp.). One of the oldest and most important collections of
wild and cultivated Solanum species globally are storedat
the N. I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic
Resources (VIR, Russia). There is interest to rescue and
reevaluate these genetic materials, through the international
Cornell-Eastern Europe-Mexico project (CEEM Project) and
the US Potato Genebank (USPG), USDA, in collaboration
with the Research Centre of Muochéw (Poland). This project
aims to store the genetic material and make it available for
use in potato breeding programs globally (Zoteyeva et al.
2012; Raman et al. 2000).

Early in the twentieth century, the introduction of late
blight resistance genes in commercial cultivars was carried
out through traditional crosses with S. demissum, which has
vertical resistance genes (R genes). Until the 1980s, late
blight resistant potato materials had a narrow genetic base,
because they were derived from a limited number of
genotypes (Zoteyeva et al. 2012; Wastie 1991). However,
these resistance genes are constantly being overcome by new
strains of the pathogen and are likely to have limited agricul-
tural use in the future (Tiwari et al. 2015). From the 1980s
on, biotechnological tools allowed better characterization,
location, and manipulation of resistance in chromosomes
and specific genes of wild Solanum species, resulting in
transgenic plants resistant to late blight (Lozoya-Saldana
2011).

In comparison, the RB gene originates from Solanum bul-
bocastanum, and confers a wide spectrum of resistance to late
blight. It was first cloned in 2003 from the somatic hybrid
of S. bulbocastanum and S. tuberosum (Song et al. 2003).
The RB gene encodes a 970 amino acid protein, belonging to
the class of R proteins that exhibit CC-NBS-LRR domains.
These domains are involved in the interaction functions with
the pathogen’s effectors, triggering the hypersensitive response
(Vleeshouwers et al. 2008; Champouret et al. 2009). Broad-
spectrum resistance against multiple races of P. infestans sug-
gests that the RB protein can recognize conserved molecules
from different races of the pathogen (Song et al. 2003). The
counterparts of this gene were found to be functionally equal to
those in other Solanum species with and without tubers (Wang
et al. 2008). The genetic richness contained in wild potatoes
has not been fully explored. Our present study contributes to
the identification of accessions with genes that may be useful
in genetic improvement programs, using current biotechno-
logical techniques that allow characterizing potential useful
genes to introduce them into clones of interest.

Sources of resistance to P. infestans have been
previously reported in large number of Solanum species

(OSDA—Germm=ptasm—Resources — tformatiom Network
(GRIN); Pérez et al.(2000); Micheletto et al. (2000); Gopal
and Singh (2003); Khiutti et al. (2015); Bachmann-Pfabe et
al. (2019); Karki et al. (2020), (Table 4).

Different methods are used to evaluate the resistance of
potato genotypes to late blight, such as detached leaf (DLA)
and in vitro assays (Karki et al. 2020; Huang et al. 2005). DLA
and in vitro tests offer an advantage to the pathogen, since the
environment is modified to obtain the best infection condi-
tions. However, field evaluations can more accurately reflect
the resistance phenotypes of adult plants in the field (Pérez
et al. 2000). Many experiments use the area under the disease
progress curve (AUDPC) to describe epidemics and the resist-
ance of accessions under field conditions (Fry 1978). However,
inoculations may be required to induce infection and further
development of the disease (Sieber et al. 2015).

The Toluca Valley is in the highlands of central Mexico
(2640 mosl) and is considered the main center of genetic
diversity of P. infestans, and the second-largest diversity
center of Solanum spp. (Griinwald and Flier 2005). This
region has many factors that make it ideal for conducting
late blight epidemiology work and quantifying late blight
resistance, along with fungicide management of late blight
(Lozoya-Saldafia 2005). Moreover, the presence of wild
hosts with varying degrees of susceptibility represents
potential sources of inoculum. The incidence of pathogen
mating types in the Valley in a 1:1 ratio supports the conven-
ience of this place for late blight studies (Flier et al. 2003).
These conditions ensure that late blight-resistant potato
clones screened in the Toluca Valley are resistant in other
regions (Lozoya-Saldafia 2005). This study aimed to identify
sources of resistance to late blight in wild potatoes from
the VIR collection in the Toluca Valley, México. Resistant
geno- types identified in this study may be of interest forpotato
breeding programs worldwide.

Materials and Methods

Fifteen to 20 plantlets each from botanical seeds of 97 acces-
sions of 14 Solanum species from the Vavilov Institute of
Plant Industry (VIR, St. Petersburg, Russia, Table 1), kindly
provided by the US Potato Genebank (USPG), USDA, were
transplanted to the field early in the summer of 2019 and
2020 in the ICAMEX-SEDAGRO Experiment Station in the
Toluca Valley, México, under rainfed conditions. The plant-
lets were then exposed to natural infection by P. infestans
during the two growing seasons.

The experiment was established under a completely ran-
domized block design, with three replicates in both years.
Potato cv. Agata was included as a susceptible control
(Solanum tuberosum L.). No fungicides were applied dur- ing
the experiment, nor irrigation. The disease was visually
assessed once a week. Assessment was based on the per-
centage of foliar area infected by late blight (disease sever-
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ity) using a late blight severity scale (Henfling 1987). Dis-
ease severity was converted to area under disease progress
curve (AUDPC) (Shanner and Finney 1977). Because each
AUDPC had differences in time, this variable was stand-
ardized (SAUDPC), by dividing the value with the time lapse
between the first and last infection observation of the
disease. Plants with Maximum Disease (Dmax) values of
85.1-100, 35.1-85, 15.1-35, and 0-15 were considered as
highly susceptible (HS), susceptible (S), moderately resist-
ant (MR), and resistant (R), respectively (Deahl et al. 1974).
The disease rate (r.) for each accession was calculated by
regressing the logit transformed value of In(y/(1-y)) of
disease severity over time, where “y” = late blight disease
severity and rL = rate of logistic model (Vanderplank 1982).
The time to reach 50% of the disease (Tso) was calculated
using the formula:

tso= In yso/ 1-ys0 —1In yo/ 1-yo /1L

Data were subjected to mixed-model analysis of vari-
ance (ANOVA) using the packages Ime4 and ImerTest in the
R software (Carstensen et al. 2021). Accession, year, and the
interaction of accession and year were considered fixed
effects, while replication and the overall error term were
considered random effects. The package multcompViewwas
used to test the significant difference of the fixed effect
means, adjusting for false discovery rates (FDR) using a
probability of error of 5% (a=0.05).

Results

Climatic conditions were similar in both growing seasons,
ideal for the development of both the host plants and the
pathogen in the field (Diaz de la Cruz et al. 2014). In 2019,
the average minimum and maximum temperatures were 8.1
and 23.6 °C, respectively, and precipitation was 611.1 mm,
while in 2020, the average minimum and maximum tempera-
tures were 8.4 and 23.5 °C, respectively, and precipitation
was 635.5 mm (Fig. 1). The interaction of Accession/Year
had a significant effect on maximum disease at the end
(Dmax), SAUDPC, infec- tion rate of the pathogen (rL), and
time to reach 50% of disease between species (Tso) (Tables
2 and 3). Infection initially occurred in the control cultivar
onJuly 27,2019 (44DAP) and August 10, 2020 (45DAP). In
both years, sever- ity ranged from 0 to 100%, depending on
the genotype. Theaverage maximum disease severity for all
accessions was 64% and 75% in 2019 and 2020,
respectively. This higher level of disease was reflected in the
fact that more S and HS genotypes were observed in 2020
compared to 2019. In 2019, 41.2% of accessions were HS;
35.1% were S; 10.3% were MR; and 13.4% were R. In 2020,
63.9% of accessions were HS;13.4% were S; 5.2% were
MR; and 17.5% were R. The

susceptible control Agatha was HS in both years.

SAUDPC values |a|gEd betweem 4 9—amd—332for=at

accessions of the wild potato species Solanum microdon-
tum, S. michoacanum, Solanum pinnatisectum, and S. ver-
rucosum, which had disease ratings between HS and R. All
accessions of S. demissum were resistant to P. infestans, with
0% severity in 2019. Only the accession 653,789 of S. demis-
sum had higher disease severity, as it was MR in 2020 and
had no infection at all in 2019. Likewise, the accession of
Solanum guerreroense exhibited immunity in both years of
the field evaluation.

The accessions of S. acaule exhibited variability in terms
of their resistance to late blight and were rated between
HS and MR (Table 3). Most of the accessions of Solanum
chacoense were HS in 2019, with some accessions qualify-
ing as S (631,204 and 653,822). In 2020, all accessions of
S. chacoense were HS. The disease rating also varied for
Solanum brevicaule, with one accession being resistant. The
accession 631,209 of S. brevicaule had a variable reaction to
disease, being MR in 2019 and R in 2020, with sAU- DPC
values of 6.8 and 8.0, respectively. A similar trend was
detected for S. stoloniferum, with disease resistance ranging
between HS to R. The two accessions of S. albicans were S
in 2019. However, in 2020, accession 631,198 of this spe-
cies was HS. The accession 653,829 of Solanum berthaultii
was MR in 2019, but R in 2020. The accession of Solanum
juzepczukii was HS in both years, and Solanum vernei and
S. verrucosum were S in 2019 and HS in 2020.

Eleven accessions of S. demissum and one of S. guer-
reroense showed a high degree of resistance, while two
accessions of S. pinnatisectum were MR in both years. Also,
seven accessions of six species were ranked MR to R in one
of the two years (S. brevicaule, S. berthaulthii, S. demissum,
S. microdontum, S. pinnatisectum and S. stoloniferum). Five
accessions of three species (S. acaule accession No. 653814
and 653,826, S. pinnatisectum accession No. 275230 and
S. stoloniferum (accession No. 653823 and 653,778) were
MR or R in one year and S in the other year. Some other did
not show stable resistance/susceptibility among accessions
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Table 1  Accessions included in the assays

No. Accession No. No. in VIR catalogue Species* Origin Ploidy/EBNY  Resistance Rating Reference

in preview reports
1 631,192 VIR 09786 acl Bolivia, Pert 4xI2EBN
2 653,812 VIR 09784
3 653,813 VIR 09787 S Zoteyevaetal. (2012)
4 653,814 VIR 09789 S Zoteyevaetal. (2012)
5 653,815 VIR 09794 S Zoteyevaetal. (2012)
6 653,816 VIR 09795 S Zoteyevaetal. (2012)
7 653,825 VIR 18010
8 653,826 VIR 18014
9 653,827 VIR 18021
10 631,193 VIR 17901
11 658,586 VIR 18522
12 631,194 VIR 18002
13 631,195 VIR 18004
14 631,218 VIR 04114
15 653,786 VIR 04250 S Zoteyevaetal. (2012)
16 653,787 VIR 04253 S Zoteyevaetal. (2012)
17 653,788 VIR 04263
18 631,198 VIR 09814 alb Peru 6X/4EBN
19 631,199 VIR 09813
20 653,801 VIR 07635 ber Argentina 2x/I2EBN S Zoteyevaetal. (2012)
21 653,802 VIR 07642
22 653,829 VIR 23047 R Zoteyevaetal. (2012)
23 208,562 VIR 16910 brc Bolivia 2x/2EBN S GRIN
24 473,378 VIR 10706
25 631,209 VIR 07370
26 631,210 VIR 07381
27 653,800 VIR 05764
28 653,809 VIR 09705
29 653,811 VIR 09746
30 653,817 VIR 09798
31 653818 VIR 09808
32 631,200 VIR 02733 che Argentina, Bolivia, 2x/2EBN
33 631,202 VIR 07610 Paraguay
34 631,203 VIR 07613
35 631,204 VIR 02937
36 631,205 VIR 02739
37 631,207 VIR 03701
38 631,208 VIR 08280
39 653,765 VIR 02722
40 653,766 VIR 02731 MS Zoteyevaetal. (2012)
41 653,767 VIR 02914 MR Zoteyevaet al. (2012)
42 653,768 VIR 02917 MR Zoteyevaetal. (2012)
43 653,769 VIR 02926 MS Zoteyevaetal. (2012)
44 653,781 VIR 03674 HS Zoteyevaetal. (2012)
45 653,782 VIR 03678 MS Zoteyevaetal. (2012)
46 653,783 VIR 03702 MR Zoteyevaetal. (2012)
47 653,785 VIR 04236 MS Zoteyevaetal. (2012)
48 653,792 VIR 05257 MS Zoteyevaetal. (2012)
49 653,822 VIR 15994 MS Zoteyevaetal. (2012)
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Table 1 (continued)

No. Accession No. No. in VIR catalogue Species* Origin Ploidy/EBNY Resistance Rating Reference
in preview reports
50 653,762 VIR 02353 dms Mexico 6X/4EBN R GRIN, Zoteyeva et al.
51 653,770 VIR 03287 R (2012)
52 653,772 VIR 03341 R
53 653,773 VIR 03342 R
54 653,774 VIR 03355 R
55 653,776 VIR 03362 R
56 653,779 VIR 03540 R
57 653,789 VIR 04445 R
58 653,803 VIR 08446 R
59 653,804 VIR 08462 R
60 653,805 VIR 08466 R
61 653,828 VIR 18407 grr Mexico 6x/4EBN R Zoteyevaet al. (2012)
62 631,201 VIR 09742 juz Peru, Bolivia 3x/*
63 631,211 VIR 05400 mcd Bolivia, Argentina 2x/I2EBN
64 631,212 VIR 05684 R Zoteyeva et al. (2012)
65 653,799 VIR 05763 mch Mexico 2x/* R Zoteyevaet al. (2012)
66 230,489 VIR 21947 pnt Mexico, USA, Canada 2x/1EBN R Zoteyevaet al. (2012)
67 275,230 VIR 21948 R GRIN, Zoteyevaetal.
(2012)
68 275,234 VIR 15254 R GRIN, Zoteyevaetal.
(2012)
69 653,790 VIR 04455 R Zoteyeva et al. (2012)
70 653,791 VIR 04459 S Zoteyeva et al. (2012)
71 653,808 VIR 09174 R Zoteyeva et al. (2012)
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Table 1 (continued)

No. Accession No. No. in VIR catalogue Species* Origin Ploidy/EBNY Resistance Rating  Reference

in preview reports
72 653,823 VIR 16888 sto Mexico 4x/2EBN
73 653,824 VIR 17454
74 249,929 VIR 9145
75 275,157 VIR 18241
76 631,213 VIR 08416 R Zoteyevaetal. (2012)
77 631,214 VIR 08475
78 631,215 VIR 02492 R Zoteyevaetal. (2012)
79 631,216 VIR 04226 R GRIN, Zoteyevaetal.

(2012)

80 631,217 VIR 03336 R Zoteyevaetal. (2012)
81 653,763 VIR 02534 R Zoteyevaetal. (2012)
82 653,764 VIR 02536 R Zoteyevaetal. (2012)
83 653,771 VIR 03326 R Zoteyevaetal. (2012)
84 653,775 VIR 03360
85 653,777 VIR 03527
86 653,778 VIR 03533 R Zoteyevaetal. (2012)
87 653,780 VIR 03554 R Zoteyevaetal. (2012)
88 653,793 VIR 05347
89 653,794 VIR 05431
90 653,795 VIR 05671
91 653,796 VIR 05682
92 653,797 VIR 05747
93 653,798 VIR 05751
94 653,806 VIR 08815
95 653,807 VIR 08816
96 653,784 VIR 04220 ver Mexico 2x/2EBN R Zoteyeva et al. (2012)
97 473,306 VIR 17517 vrn Argentina 2x/2EBN S Zoteyevaetal. (2012)

*Wild potato species evaluated: acl = Solanum acaule; alb = S. albicans; ber = Solanum berthaultii; brc = Solanum brevicaule; chc = Solanum
chacoense; dem = S. demissum; grr = Solanum guerreroense; juz = Solanum juzepczukii; mcd = Solanum microdontum; mch = S. michoacanum;
pnt=Solanum pinnatisectum; sto =S. stoloniferum; ver =S. verrucosum; vrn =Solanum vernei; tub =S. tuberosum

YEBN (Endosperm Balance Number) is not known

within the same growing cycle (S. stoliniferum, S. brevi-
caule, S. chacoense, Fig. 2). Overall, 23 accessions were
identified as potential sources of resistance.

Discussion

The VIR collection in this study included species from North
and South America (Spooner et al. 2019). Since Flores-Cre-
spo (1969), our study was the first one to evaluate a col-
lection of this size in the Toluca Valley to identify sources
of late blight resistance. The accessions were exposed to
highly complex variants of P. infestans that prevail in the
natural field conditions in the Toluca Valley (Shakya et al.
2018; Wang et al. 2017; Belmar-Diaz and Lozoya-Saldafia
2013; Grinwald and Flier 2005; Lozoya-Saldafia 2005; Flier
et al. 2003; Griinwald et al. 2001; Goodwin et al. 1992), and

the disease is consistently severe along years. Nevertheless,
similar studies have been conducted and reported worldwide
(Table 4).

Weather conditions of the Toluca Valley are optimal for
assessing Solanum genotypes for late blight resistance every
year. Inoculations are not required because of the continuous
presence of inoculum in the soil and/or from wild Solanum
species throughout the region (Fernandez-Pavia et al. 2004;
Fernandez-Pavia et al. 2002). Furthermore, the variation in
host resistance observed for the same genotype in differ- ent
years was due to the presence in the field of the Aland
A2 mating types of the pathogen, mostly in 1:1 ratio, which
favors the sexually derived genetic diversity of P. infestans,
which is widely distributed in the central high- lands of
Mexico. This ratio guarantees the successful infec-tion of
the pathogen, even in resistant potato hosts (Shakya et al.
2018; Diaz de la Cruz et al. 2014; Belmar-Diaz and
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Lozoya-Saldafia 2013; Flier et al. 2003), because the inocu-
lum is sexually derived, not cloned, as in most parts of the
world (Grinwald 2020) resulting in continual genetic re-
assortment and challenge to the resistant host types.
Mexican wild potatoes provide an outstanding source
of resistance to late blight (Zoteyeva 2020; Zoteyevaet
al. 2012; Flores-Crespo 1969). In our study, immunity was
observed in most accessions of S. demissum and S.
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guerreroense, with some resistance in S. verrucosum, S.
pinnatisectum and in some accessions of S. stoloniferum.
Most commercial potato varieties possess some late blight
resistance genes that come from Mexican wild potatoes.
Unlike the South American wild potatoes, the Mexican spe-
cies had the advantage of evolving together with the com-
plex variants of P. infestans in central Mexico, acquiring
natural resistance to the pathogen thanks to the coevolution
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Table 2 Probability values for all fixed factors

Factor Dmax” SAUDPC” T T

| 50
Accessions <.00012 <.0001 <.0001 <.0001
Year <.0001 0.4188 0.56 <.0001
AccessionsxYear <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Cv 7.85% 8.83% 8.22% 5.44%

“Maximum disease severity reached at the end of the epidemic
vVStandardized Area Under Disease Progress Curve, obtained dividing

AUDPC value by the time lapse between the first and last disease rat-
ing for each accession

*Disease rate measure in logit/day, obtained by logit transforming Late
Blight disease severity In[y/(1-y)] and by regressing on time duration
of the epidemic

YNumber of days for the Late Blight disease to reach 50% severity for
each accession calculated using the formula t50 =[In(yso/(1-ys0))

- In(yo/(1-yo))]/rL

“Probability values with a probability of error of 5% (0. = 0.05) for fixed
factors analyzed using a mixed-model analysis of variance (ANOVA)
with replication and the overall error term as randomeffects

between the resistance genes of the wild potatoes, and the
virulent genes of the oomycete (Alfaro 1995). However, sev-
eral investigations report sources of resistance to late blight
in South American potatoes (Zoteyeva 2020; Karki et al.
2020; Zoteyeva et al. 2012; Pérez et al. 2000; Micheletto
et al. 2000). In the Toluca Valley, we found resistance in
accessions of S. acaule, S. brevicaule, S. berthaulthii and
S. microdontum.

Quantitative resistance should be verified in several
places to achieve greater reproducibility of these data
(Micheletto et al. 2000). However, conducting genotype
evaluations in the Toluca Valley has the advantage of the
distribution, variability, and virulence of the pathogen, with
favorable conditions for the development of the disease.

In tuberous Solanum species, resistance is evaluated in
foliage and tubers. However, several studies have shown
that resistance in these two organs is not associated, per-
haps because of different genes (Lal et al. 2013; Zoteyeva
et al. 2012). Tuber resistance was not assessed in this study
because the plants did not tuberize. In addition, the soils
of the Valley are suppressive, reducing the severity of late
blight in tubers (Lozoya-Saldafia et al. 2006; Fernandez-
Pavia et al. 2004; Lozoya-Saldafia and Hernandez-Vilchis
2001). Tuber blight is not usually observed in the Valley
(Villarreal-Gonzalez, personal communication). Whit-
worth et al. (2007), evaluated about 21,500 clones from the
USDA-ARS potato breeding programs (Aberdeen, Idaho)
from 1996 to 2005 and did not consider tuber evaluation
because the suppressor soils limit the amountof tuber
blight by P. infestans. Furthermore, all subse-quent studies
on the evaluation of fungicides and geno- types in the
Toluca Valley, precisely at the site where we

conducted this research did not consider the evaluation of

the tuber because of the suppressive soils (Belmar-Diaz
and Lozoya-Saldafia 2013; Lozoya-Saldafa et al. 2006;
Robledo-Esqueda et al. 2012; Romero-Montes et al. 2012).

The continuous variation in Dmax, SAUDPC, r, and Tso
s recorded in this study indicates the presence of uniqueor
multiple R genes for disease resistance (vertical or
horizontal resistance). Foliar resistance to late blight is
mediated by R genes. These genes are easily incorporated
through back-crosses to obtain new resistant genotypes
(Turner 2005). Likewise, resistance might be attributed
to the presence of multiple strong R genes that are dif- ficult
to incorporate into commercial cultivars with tradi- tional
methods; yet such genes are sought after to providea
broader spectrum of resistance (Karki et al. 2020; Hae- saert
et al. 2015; Lozoya-Saldana 2011).

Many genes of resistance to late blight in wild pota-
toes have already been mapped and cloned (Santa et al.
2018; Tiwari et al. 2015; Tiwari et al. 2013; Danan et al.
2011; Song et al. 2003) and RB-like sequences were found
in every tested Solanum accession suggesting universal
distribution of RB structural homologues among Sola- num
genomes (Pankin et al. 2010). However, the use of these
genes is still limited, due to difficulties in cross- ing the
barriers at the ploidy level and the incompatibil-ity of
endosperm balance number with cultivated potato
(Haverkort et al. 2016). These barriers can be overcome by
obtaining dihaploids, crossing tetraploid clones with certain
diploid pollen donors. Dihaploid genotypes reveal genetic
variation hidden in their tetraploid parents allow- ing
breeders to move towards homozygosity and more eas- ily
elucidate the genetic basis of agronomic traits (Busseet al.
2021; Hougas and Peloguin 1958). Among the resist- ant
genotypes evaluated in our study the species S. ber- thaultii,
S. brevicaule and S. microdontum are diploid spe- cies,
which could be used to obtain dihaploids.

Late blight resistance in commercial potato cultivars
has been long obtained from transferring race-specific
resistance genes from S. demissum to S. tuberosum through
conventional breeding. More recently, resistance genes of S.
bulbocastanum have been incorporated in com- mercial
cultivars by breeding programs worldwide, using molecular
markers (Rakosy-Tican et al. 2020). Today, itis possible
to assist genetic improvement with molecu-lar markers
(Vossen et al. 2016; Tiwari et al. 2013). New genetic
techniques for rapidly transferring or stacking R genes from
highly resistant wild relatives to commercial potato cultivars
are actively pursued by breeding programs (Haverkort et al.
2016). Recently, three late blight resist- ance genes were
stacked in commercial cultivars, which are highly effective
at preventing P. infestans infection(Ghislain et al. 2019).
Species with quantitative resistance
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Table 3 Maximum disease (Dmax), standardized Area Under Disease Progress Curve (SAUDPC), pathogen infection rate (rL) and time for the disease to reach 50% severity (Tso)

Accession No. Species! 2019 2020
Dmax (%) SAUDPCY rx Tso” Resistance DX 06" SAUDPCY N i Resistance
Rating Rating ?

631,192 acl 100+0.00 57.4+0.00 0.22179+0.00 19.9+0.00 HS 100+0.00 44.0+10.32 0.22771+0.02 21.8+2.88 HS
653,812 acl 50.0+10.00 17.7+1.55 0.08975+0.01 45.9+2.76 S 89.7+8 34.8+3.84 0.19528+0.03 26.7+2.76 HS
653,813 acl 50.0+0.00 36.6+0.00 0.08744+0.00 35.8+0.00 S 96.3+2 41.0+1.93 0.21884+0.02 24.0+1.50 HS
653,814 acl 20.0+0.00 14.5+0.00 0.05834+0.00 60.3+0.00 MR 85.0+0.00 28.8+0.00 0.16630+0.00 29.9+0.00 S
653,815 acl 40.0+0.00 31.6+0.00 0.07119+0.00 40.8+0.00 S 99.0+0.00 41.8+0.00 0.25968 +0.00 21.3+0.00 HS
653,816 acl 36.7+6.00 30.2+0.43 0.06632+0.00 43.7+1.59 S 99.0+0.00 62.1+0.00 0.26535+0.00 16.2+0.00 HS
653,825 acl 80.0+0.00 48.1+0.00 0.13742+0.00 28.2+0.00 S 99.0+0.00 50.2+7.99 0.23664 £0.02 20.2+2.33 HS
653,826 acl 33.3+6.00 15.2+0.43 0.07199+0.00 52.8+1.81 MR 85.0+0.00 46.2+1.46 0.14985+0.00 25.3+0.19 S
653,827 acl 60.0+0.00 31.6+0.00 0.09878 ++0.00 36.5+0.00 S 89.7+8.00 53.2+3.48 0.14778+0.04 21.5+2.18 HS
631,193 acl 76.7+6.00 27.3+1.29 0.10715+0.01 36.7+1.55 S 99.0+0.00 448+7.71 0.25481+0.00 20.4+1.37 HS
658,586 acl 60.0+0.00 36.5+0.00 0.08963+0.00 35.0+0.00 S 99.0+0.00 715+2.86 0.19884 £0.02 14.3+1.06 HS
631,194 acl 80.0+0.00 37.7+0.00 0.11978+0.00 31.8+0.00 S 94.3+8.00 37.3+6.51 0.22816 £0.05 25.1+4.05 HS
631,195 acl 90.0+0.00 26.2+0.00 0.13554 +£0.00 34.8+0.00 HS 85.0+0.00 30.6+1.81 0.16243+0.00 29.0+0.83 S
631,218 acl 70.0+20.0 28.2+2.98 0.11862 +0.02 36.6+3.68 S 89.7+8 53.1+4.99 0.17942+0.04 2244282 HS
653,786 acl 90.0+0.00 55.8+0.00 0.14980+0.00 24.0+0.00 HS 99.0+0.00 57.9+0.00 0.24550+0.00 18.1+0.00 HS
653,787 acl 93.0+5.00 62.3+0.39 0.15021+£0.02 21.0+0.79 HS 99.0+0.00 51.2+1.08 0.26220+0.00 19.2+04 HS
653,788 acl 97.7+2.00 58.5+0.52 0.19726 +0.02 20.7+1.01 HS 99.0+0.00 40.9+0.00 0.23001+0.00 22.7+0.00 HS
631,198 alb 60.0+10.0 36.5+0.74 0.08980+0.01 35.0+1.33 S 99.0+0.00 51.4+1.96 0.24861+0.01 18.6+0.35 HS
631,199 alb 70.0+10.0 31.2+2.23 0.11328+0.01 355+2.16 S 65.0+0.00 247421 0.13483+0.01 33.2+2.06 S
653,801 ber 60.0+0.00 37.4+0.00 0.09294 +0.00 34.5+0.00 S 99.0+0.00 46.7+1.29 0.23564 +0.00 20.8+0.22 HS
653,802 ber 48.3+3.00 19.3+0.99 0.09156 +0.00 446+1.25 S 95.0+0.00 40.9+0.54 0.20175+0.00 24.3+0.24 HS
653,829 ber 30.0+0.00 16.7+0.00 0.07976 £0.00 49.8+0.00 MR 10.0+0.00 3.6+0.43 0.06101+0.01 79.3+3.26 R
208,562 bre 100+0.00 87.5+0.00 0.13821+0.00 1.0£0.00 HS 99.0+0.00 48.8+0.03 0.27663+0.01 19.3+0.03 HS
473,378 bre 70.0+0.00 51.5+0.00 0.09945+0.00 27.7+0.00 S 99.0+0.00 60.9+2.20 0.25516 £0.00 17.2+0.51 HS
631,209 bre 21.7+3.00 6.8+0.64 0.05564 +0.00 75.6+5.19 MR 5.0+£0.00 8.0+£0.12 0.03137+0.01 117.5+19.57 R
631,210 bre 60.0+0.00 33.6+0.00 0.10263+0.00 35.8+0.00 S 99.0+0.00 62.5+8.80 0.24187+0.01 16.8+1.90 HS
653,800 bre 99.0+0.00 66.9+0.00 0.21423+0.00 16.6+0.00 HS 99.0+0.00 67.2+0.57 0.24053+0.01 15.0+0.29 HS
653,809 bre 99.0+0.00 75.5+0.00 0.18966 +0.00 13.3+0.00 HS 99.0+0.00 61.4+7.63 0.26046 £0.00 16.8+1.48 HS
653,811 bre 90.0+0.00 53.0+0.00 0.12585+0.00 25.3+0.00 HS 99.0+0.00 65.0+6.21 0.25877+£0.00 16.0£1.25 HS
653,817 bre 71.7+3.00 38.1+1.07 0.09777 £0.00 33.0+0.93 S 45.0+0.00 38.2+8.51 0.11675+0.00 30.6+2.51 S
653,818 bre 100+0.00 54.0+0.43 0.16988 +0.00 225+0.31 HS 100+0.00 47.8+1.38 0.22099+0.00 21.1+0.25 HS
631,200 che 100+0.00 65.3+4.48 0.18465+0.02 19.1+1.22 HS 100+0.00 58.9+4.52 0.26293+0.01 17.2+0.83 HS
631,202 che 100+0.00 75.5+0.00 0.18966 +0.00 13.3+0.00 HS 100+0.00 57.7+4.79 0.26692+0.01 17.1+0.26 HS
631,203 che 100+0.00 80.1+0.00 0.17317+0.00 9.2+0.00 HS 100+0.00 55.5+4.19 0.25963+0.00 17.9+0.71 HS
631,204 chc 80.0+0.00 55.9+0.00 0.09822+0.00 25.7+0.00 S 100+0.00 55.2+3.29 0.25753+0.01 18.2+0.50 HS
631,205 chc 100+0.00 66.0+0.00 0.15596 +0.00 19.3+0.00 HS 100+0.00 63.9+3.28 0.23688+0.00 15.5+0.46 HS
631,207 chc 100+0.00 84.9+0.00 0.16208+0.00 7.0£0.00 HS 100+0.00 58.5+4.24 0.26685+0.01 17.0£0.24 HS
631,208 chc 100+0.00 87.5+0.00 0.13821+0.00 1.0+0.00 HS 100+0.00 49.1+0.40 0.27355+0.50 19.1+0.50 HS
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Table 3 (continued)

Accession No. Species! 2019 2020
Dmax (%)" SAUDPCY r Tso” Resistance DX (%0)” SAUDPCY r s Resistance
Rating ? Rating *

653,765 che 100+0.00 68.4+0.00 0.15139+0.00 18.8+0.00 HS 100+0.00 49.5+0.00 0.27900+0.00 18.5+0.00 HS
653,766 che 90.0+£0.00 53.9+0.00 0.13057 +£0.00 24.9+0.00 HS 100+0.00 48.8+0.00 0.27082+0.00 19.3+0.00 HS
653,767 che 100+0.00 70.6+0.00 0.16546 +£0.00 17.6+0.00 HS 100+0.00 48.7+0.00 0.26315+0.00 19.2+0.00 HS
653,768 che 100+0.00 73.1+0.00 0.19342+0.00 13.5+0.00 HS 100+0.00 55.4+0.62 0.26457 £0.01 17.6+0.35 HS
653,769 che 100+0.00 66.2+0.00 0.20405+0.00 15.9+0.00 HS 100+0.00 46.1+5.45 0.25364£0.02 19.4+0.88 HS
653,781 che 100+0.00 69.9+0.00 0.19637+0.00 16.4+0.00 HS 100+0.00 58.0+3.91 0.23894+£0.02 17.3+0.88 HS
653,782 che 100+0.00 68.0+0.00 0.19975+0.00 16.9+0.00 HS 100+0.00 61.4+11.91 0.24042+0.01 16.1+3.01 HS
653,783 che 100+0.00 70.8+0.00 0.19705+0.00 14.7+0.00 HS 100+0.00 56.8+4.52 0.26509+0.00 17.5+£1.08 HS
653,785 chc 96.0+5.00 62.3+5.24 0.15850+0.03 20.7+2.84 HS 100+0.00 56.0+8.09 0.25995+0.01 17.8+1.81 HS
653,792 chc 100+0.00 81.3+0.00 0.17809+0.00 11.4+0.00 HS 100+0.00 58.3+5.18 0.23711+0.02 17.3+£1.30 HS
653,822 che 55.0+£0.05 37.2+3.59 0.08011+0.00 36.0£2.44 S 100+0.00 59.9+3.67 0.25927£0.00 17.3+£0.56 HS
653,762 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R 0.00+0.00 0.00+0.43 0.00000+0.01 NAS R
653,770 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAs R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
653,772 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAs R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
653,773 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAs R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
653,774 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAsS R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
653,776 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
653,779 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
653,789 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAs R 35.0+0.00 15.9+0.43 0.11557+0.01 40.6+0.16 MR
653,803 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
653,804 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
653,805 dms 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
653,828 grr 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00000+0.00 NAS R
631,201 juz 100+0.00 79.8+0.00 0.18118+0.00 11.6+0.00 HS 100+0.00 52.3+0.00 0.27046 £0.00 18.8+0.00 HS
631,211 mcd 30.0£10.0 20.9+3.25 0.05294 £0.01 57.5+7.33 MR 15.0£0.00 10.7+0.00 0.07983+0.00 52.6+0.00 R
631,212 mcd 40.0+0.00 30.22+0.00 0.07300+0.00 41.3+0.00 S 85.0+0.00 33.2+0.00 0.16898 £0.00 28.2+0.00 S
653,799 mch 40.0+0.00 21.3+0.00 0.10382+0.00 43.3+0.00 S 85.0+0.00 27.0£1.52 0.15953+0.00 30.5+1.16 S
230,489 pnt 10.0+0.00 4.9+0.00 0.03496 +£0.00 112.6+0.00 R 35.0£0.00 18.2+0.00 0.11533+0.00 39.4+0.00 MR
275,230 pnt 30.0+5.00 8.7+1.12 0.08500+0.01 57.7+3.38 MR 41.7+12.0 14.6+6.39 0.10700+0.01 42.6+6.36 S
275,234 pnt 16.7+3.00 6.4+0.64 0.05119+0.01 81.1+6.65 MR 21.7£12.0 16.5+7.65 0.08550+0.02 475+9.82 MR
653,790 pnt 16.7+3.00 5.1+064 0.07171+0.01 71.4+4.15 MR 35.0+£0.00 17.4+0.73 0.12167+£0.03 40.2+1.14 MR
653,791 pnt 28.3+3.00 7.5+064 0.07931+0.00 61.6+2.48 MR 11.7+0.03 59+1.34 0.08030+0.01 62.4+5.69 R
653,808 pnt 40.0+10.00 10.4+1.55 0.07692+0.01 58.2+5.18 S 94.3+8.00 30.3+5.77 0.21150+0.04 275+4.39 HS
653,823 sto 80.0+0.00 17.2+0.00 0.13173+0.00 47.2+0.00 S 5.0+0.00 4.0+0.43 0.04524£0.01 96.1+5.77 R
653,824 sto 93.0+£5.00 42.2+1.25 0.17431+0.02 28.9+1.92 HS 100+0.00 37.5+4.62 0.24317+0.00 235+1.65 HS
249,929 sto 100+0.00 53.8+0.00 0.22518+0.00 21.03+0.00 HS 100+0.00 452+3.48 0.24177+0.01 20.7+0.96 HS
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Table 3 (continued)

Accession No. Species! 2019 2020
Dmax (%)* SAUDPCY L T Resistance Dmax (%) SAUDPCY rLX T50 y Resistance
Rating 2 Rating *

275,157 sto 51.7+20.0 11.4+3.73 0.11183+0.02 525+6.73 S 100+0.00 42.7+0.00 0.25944 +0.00 20.9+0.00 HS
631,213 sto 90.0+£0.00 25.2+0.00 0.16313+0.00 37.1+0.00 HS 100+0.00 47.7+1.01 0.26682+0.00 19.8+0.39 HS
631,214 sto 76.7+6.00 245+1.29 0.14801+0.01 38.7£1.20 S 100+0.00 39.3+0.00 0.23941+0.00 23.8+0.00 HS
631,215 sto 55.0+5.00 27.4+0.37 0.09787 +£0.00 38.9+0.69 S 94.3+8.00 30.8+2.97 0.21472+0.03 28.1+3.33 HS
631,216 sto 40.0+0.00 11.3+0.00 0.10271+0.00 51.4+0.00 S 45.0+17.0 21.8+7.63 0.13483+0.03 37.9+4.55 S
631,217 sto 100+0.00 41.0+0.00 0.25540+0.00 25.9+0.00 HS 100+0.00 63.9+0.00 0.26521+0.00 16.0+0.00 HS
653,763 sto 48.3+0.03 14.8+0.64 0.11485+0.00 47.0+0.84 S 68.7£15.0 19.9+7.10 0.14962 +0.02 36.7+5.26 S
653,764 sto 90.0+£0.00 64.3+0.00 0.13154+0.00 21.0+£0.00 HS 85.0+0.00 29.7£1.72 0.16777+0.01 29.5+1.09 S
653,771 sto 90.0+£0.00 30.1+0.74 0.16935+0.00 35.1+0.38 HS 100+0.00 38.1+2.14 0.23546 +£0.00 24.0+£0.88 HS
653,775 sto 75.0+£5.00 36.7+£0.57 0.09804 £0.00 33.2+0.35 S 89.7+8.00 328+7.29 0.19934 £0.04 285+5.25 HS
653,777 sto 56.7+6.00 21.2+1.29 0.11516+0.01 41.5+1.40 S 85.0+0.00 33.2+3.87 0.16122+0.04 28.1+1.20 S
653,778 sto 36.7+£6.00 11.0+£1.29 0.09231+0.01 52.9+2.93 S 20.0+0.00 13.0+£1.44 0.09385+0.01 46.6+0.50 MR
653,780 sto 90.0£0.00 39.6+0.00 0.16933+0.00 31.1+0.00 HS 66.3+45.0 29.8+16.24 0.17060+0.05 304+8.21 S
653,793 sto 100+0.00 56.2+0.00 0.23853+0.00 21.6+0.00 HS 94.3+8.00 28.2+3.96 0.21896 +0.04 28.3+4.54 HS
653,794 sto 33.3+3.00 8.5+0.94 0.09738+0.00 57.6+2.02 MR 15.0+0.00 7.5+0.00 0.09001+0.00 55.9+0.00 R
653,795 sto 74.7+0.25 55.6+16.19 0.11691+0.07 25.8+10.64 S 100+0.00 474224 0.26769+0.00 19.9+0.86 HS
653,796 sto 94.7+5.00 63.8+3.37 0.16567£0.03 19.3+3.37 HS 100+0.00 42.2+2.02 0.27078+0.00 21.9+0.38 HS
653,797 sto 100+0.00 87.5+0.00 0.13821+0.00 1.0+0.00 HS 100+0.00 47.3+0.43 0.28556 +£0.01 19.6+0.46 HS
653,798 sto 100+0.00 58.0+0.00 0.21037+0.00 19.4+0.00 HS 100+0.00 46.6+2.14 0.27525+0.00 20.5+1.07 HS
653,806 sto 100+0.00 51.6+0.00 0.19774+0.00 23.4+0.00 HS 100+0.00 57.7+4.79 0.26692£0.01 17.1+0.26 HS
653,807 sto 90.0+0.00 31.1+0.00 0.17518+0.00 36.1+0.00 HS 100+0.00 47.7+1.28 0.27712+0.01 20.1+£0.72 HS
653,784 ver 45.0+5.00 9.4+0.99 0.10407 £0.00 54.8+1.81 S 100+0.00 33.2+0.00 0.23351+0.00 25.2+0.00 HS
473,306 vmn 65.0+5.00 38.5+0.37 0.09859+0.00 33.1+0.58 S 100+0.00 36.2+1.95 0.24382+0.00 24.2+0.08 HS
cv. Agatha tub 100+0.00 64.8+0.43 0.17176+£0.00 19.4+0.24 HS 100+0.00 51.0+1.34 0.20956 +£0.01 19.2+0.62 HS

|dleasay 01ejod JO |eulnof uedllswy

*No applicable (NA) =not determined due to lack of diseae symptoms development

'Wild potato species evaluated: acl=Solanum acaule; alb=S. albicans; ber=Solanum berthaultii; brc=Solanum brevicaule; chc=Solanum chacoense; dem=S. demissum; grr=Solanum guerreroense;
juz=Solanum juzepczukii; mcd=Solanum microdontum; mch=S. michoacanum; pnt=Solanum pinnatisectum; sto=S. stoloniferum; ver=S. verrucosum; vrn=Solanum vernei; tub=S. tuberosum
UMaximum disease severity reached at the end of the epidemic. Means + standard deviation for three replications

vStandardized Area Under Disease Progress Curve, obtained dividing AUDPC value by the time lapse between the first and last disease rating for each accession. Means + standard deviation for
three replications

*Disease rate measure in logit/day, obtained by logit transforming Late Blight disease severity In[y/(1-y)] and by regressing on time duration of the epidemic. Means + standard deviation for three replications
YNumber of days for the Late Blight disease to reach 50% severity for each accession calculated using the formula tso =[In(yso/(1-ys0)) - In(yo/(1-yo))]/r.. Means + standard deviation for three replications
“Plants between 35.1-85% severity were considered Highly Susceptible (HS), between 35.1-85% susceptible (S), 15.1-35% moderately resistant (MR) and plants with values between 0 and 15%
were considered resistant (R)
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Fig. 2 Unstable resistance/sus-
ceptibility within one growing
cycle: a, b, S. stoloniferum;

¢, d, Solanum brevicaule; e,
f, Solanum chacoense; g, left,
S. tuberosum, right, Solanum
microdontum; h, left, S. tubero-
sum, right, S. demissum

could have a high value in mapping this type of resistance
and finding new markers of resistance to late blight.

The results of this study are expected to provide a guide
for selecting prospective germplasm. However, the resist-
ance reaction to late blight should be repeatedly verified, due
to changes in P. infestans populations (Elansky et al. 2007).
In addition, molecular markers could be used to iden-tify
resistance genes, including a more accurate selectionof
sources of resistance (Tiwari et al. 2013). For instance,

markers have already been used to identify RB gene-like
counterpart genes in several resistant genotypes of differ-
ent wild species of potato (Karki et al. 2020; Tiwari et al.
2015; Pankin et al. 2011). In our study we identified valu-
able Solanum genetic variability to be considered in breed-
ing programs, and it opens the possibility for future studies
on detection of candidate resistance genes in several wild
species.
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Table 4 Reports on late blight resistance in wild Solanum species

Wild potaotes - Resistance source

Reference

S. acaule, S. albicans, Solanum berthaultii, Solanum boliviense, Solanum brevicaule, Solanum
bulbocastanum, Solanum cardiophyllum, Solanum chacoense, Solanum chomatophilum, S.
demissum, Solanum ehrenbergii, Solanum guerreroense, S. hjertum, S. Solanum S. jacoense,

USDA Germplasm Resources Information
Network (GRIN) database (https://mww.
ars-grin.gov/)

Solanum hjertingii, Solanum microdontum, Solanum okadae, Solanum oxycarpum, Solanum
pinnatisectum, Solanum polyadenium, Solanum stenophyllidium, S. stoloniferum, S. trifidum, S.

tuberosum subsp. andigenum, Solanum vernei, S. verrucosum.

Eighty out of 133 accessions presented quantitative resistance patterns. Eighteen species from

Pérez et al. (2000)

Central and South America showed both qualitative and quantitative resistance responses,
whereas accessions of four Mexican and two South American species included qualitative resist-

ance only.

High frequency (63%) of accessions resistant to late blight in S. chacoense and, to a lesser extent,

Micheletto et al. (2000)

in S. commersoni (52%) and S. microdontum (one accession) in greenhouse and field.

Ten resistant accessions of S. tuberosum subsp. andigenum and S. tuberosum from a collection of

270 accessions.

High levels of leaf resistance in S. antipovichii, S. cardiophyllum, S. demissum, S. guerreroense, S.

Gopal and Singh (2003)

Zoteyeva et al. (2012)

neoantipovichii, S. papita, S. pinnatisectum, S. polytrichon, S. stoloniferum, and S. verrucosum,
S. berthaultii, S. microdontum, S. ruiz-ceballosii, S. simplicifolium and S. vernei.

Phenotypic variation within and between species, in terms of resistance to late blight in 34 acces-

Khiutti et al. (2015)

sions of wild potato species and found foliar resistance to late blight in accessions of S. albicans,
S. brevicaule, S. bulbocastanum, Solanum lesteri, S. jamesii, Solanum immite, S. microdontum,

S. pinnatisectum, S. polyadenium and S. demissum.

Identified 68 highly resistant accessions and 311 moderately resistant accessions to tuber blight

Bachmann-Pfabe et al. (2019)

from a collection of 1055 accessions in S. acaule, S. bulbocastanum, S, demissum, S. fendleri, S.
megistacrolobum, S. polytrichon, S. jamesii, S. trifidum, and Solanum tarnii.

Reported 68 foliar late blight resistant genotypes out of 384 accessions of species where no resist-

Karki et al. (2020)

ance had previously been reported (Solanum albornozii, Solanum agrimoniifolium, S. chomat-
ophilum, S. ehrenbergii, Solanum hypacrarthrum, Solanum iopetalum, S. palustre, Solanum piu-
rae, Solanum morelliforme, Solanum neocardenasii, S. trifidum and S. stipuloideum), confirming

RB-like genes are present in the screened accessions of different species.
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Resumen. La papa (Solanum tuberosum L.) es la
hortaliza mas cultivada en el mundo. El principal
factor limitante a nivel mundial es el tizon tardio
(Phytophthora infestans), causando hasta pérdidas
totales de produccion. Una parte importante del
mejoramiento genético de la papa se centra en la
obtencion de cultivares resistentes a esta
enfermedad. Sin embargo, el patégeno es capaz de
producir descendencias a partir de la reproduccion
sexual, generando nuevas cepas ma&s virulentas,
capaces de vencer la resistencia genética en nuevos
cultivares. Por mucho tiempo, los genes de
resistencia vertical de Solanum demissum han sido
utilizados para la obtencion de variedades
resistentes, pero con éxito limitado debido a que son
raza-especificos y porque el patégeno sobrepasala
inmunidad en poco tiempo. Actualmente existe un

interés en el aprovechamiento de genes de

resistencia horizontal o cuantitativa de diversas
especies silvestres de Solanum, las cuales son
dificiles de introducir a través de cruzamientos
debido a la incompatibilidad de ploidias y al nimero
de balance del endospermo (NBE). No obstante,
algunas técnicas como la hibridacién somatica, la
mineria de alelos y el mejoramiento asistido por
marcadores genéticos han permitido vencer estas
barreras. De aqui la importancia de explorar e
identificar nuevos genes de resistencia enlas papas

silvestres.

Palabras clave. Phytophthora infestans, Solanum
tuberosum, recursos fitogenéticos.

Abstract. Potatoes (Solanum tuberosum L.) are the
most cultivated vegetables in the world. Themain
limiting factor worldwide is late blight, a disease
caused by the oomycete Phytophthora infestans,
causing up even total production losses. An
important part of potato genetic improvement
focuses on obtaining cultivars resistant to this
disease. However, the pathogen can produce

offspring from sexual reproduction, generating new
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strains that are more virulent, resistant to fungicides
and that allow it to overcome genetic resistance in
new cultivars. For a long time, the vertical resistance
genes of Solanum demissum were used to obtain
resistant varieties, but their success have been
limited by being race-specific and of short- term
duration. Currently there is an interest in horizontal
or quantitative resistance genes of various wild
species of Solanum, which are difficultto introduce
due to ploidy incompatibility and to theEndosperm
Balance Number (EBN). Nevertheless, techniques
like somatic hybridization, allele mining and marker-
assisted breeding have made possible toovercome
those barriers. Hence the importance of exploring

and identifying new resistance genes in wild species.

Keywords. Phytophthora infestans, Solanum
tuberosum, plant genetic resources.

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum), originaria la zona
andina de Per(, Bolivia y Chile, es la hortaliza mas
cultivada del mundo y el cuarto alimento mas
producido después del trigo, el maiz y el arroz. La
produccion mundial alcanza 370.436.581 toneladas
en 17.340.986 hectéreas, que representa unos 80
billones de dolares (FAOSTAT, 2021). Por miles de
afios formd parte de la dieta humana y actualmente
es un alimento basico para 1,3 mil millones de
personas (Stokstad, 2019). En paises desarrollados
la ingesta de papas varia entre 50 y 150 g diarios,
mientras que en los paises en desarrollo varia entre
300 y 800 g diarios. Es una hortaliza rica en
carbohidratos, proteinas, vitaminas C y B6, potasio

y esta recomendada para combatir la diabetes,

cancer y enfermedades cardiovasculares (Burgos et
al., 2020).

Para satisfacer la demanda mundial, la papa se ha
introducido a nuevos y diversos suelos y climas
(Stokstad, 2019). Los paises desarrollados eran los
mayores productores de papa, sin embargo, desde
2005 los paises en desarrollo pasaron a ser los lideres
de la produccion mundial (Devaux et al.,2020).

El mejoramiento genético de la papa es
fundamental para mejorar la produccion y cubrir la
demanda. Los mayores esfuerzos del mejoramiento
se centran en la resistencia al tizon tardio. Esta
enfermedad es la principal amenaza mundial de la
papay puede destruir campos enteros de produccion
(Grunwald & Flier, 2005). Su primera aparicion fue
en la década de 1840, devastando campos de papa en
Irlanda, acontecimiento que termind causando la
muerte de un millén de personas y la migracion de
otros 1,5 millones (Haverkort et al., 2008). En afios
recientes se registraron epidemias en Estados Unidos
y Canada (Fry et al., 2015a), Europa (Schepers et al.,
2015), Sudamérica (Lindqvist-Kreuze et al., 2020),
Africa y Asia (Fry et al., 2015b).

Durante mas de 100 afios se trabajé con
cruzamientos intra e interespecificos para la
obtencion de materiales resistentes al tizén tardio,
pero logrando so6lo éxitos temporales. El potencial
genético de las papas silvestres (Solanum spp.) aun
es desconocido, pero en ellas ya se identificaron
genes de resistencia al tizon tardio (Zoteyeva, 2020;
Zoteyeva et al., 2012). El interés actual consiste en
utilizar genes de resistencia cuantitativa de papas

silvestres.
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Figura 1. Alegoria de la hambruna irlandesa (1845-1850). Desde la pérdida de las cosechas de papa por el tizén tardio
(izquierda) hasta la migracién hacia el resto del mundo (derecha), principalmente a Europa continental, Estados Unidos
y Australia (Cortesia del Programa Internacional Cooperativo del Tizon Tardio de la Papa (PICTIPAPA, A. C,,

MEéxico).

El objetivo de esta revision es describir la
importancia del tizén tardio a nivel internacional y
los esfuerzos realizados en el mejoramiento genético
para combatirlo dentro y fuera de México, dando
énfasis a las papas silvestres como fuente de
resistencia.

El infame Phytophthora infestans. El tizén
tardio de la papa es causado por el hongo
fitopatdgeno P. infestans (Mont.) de Bary. Este
patégeno ha sido calificado como “infame” por su
papel en la hambruna irlandesa en la década de 1840
(Leesutthiphonchai et al., 2018), consideradala
primera epidemia severa de plantas (Figura 1).

En ese entonces, la poblacion irlandesa era
altamente dependiente del monocultivo de papa y
contaban con pocas variedades, lo que favorecid la
emergencia de esta epidemia (Corredor-Moreno &
Saunders, 2020).

P. infestans es un oomiceto, hemibiotréfico que

se reproduce asexual y sexualmente (Figura 2). En
la fase asexual produce el esporangio, el cual se
dispersa mediante el aire para alcanzar los 6rganos
aéreos del hospedero, germina sobre ese tejido con
temperaturas mayores a 21 °C (siendo la temperatura
Optima 25 °C) en un periodo de entre 8 y 48 horas
(Foolad et al., 2008). Con temperaturas menores a 21
°C los esporangios liberan zoosporas biflageladas
que le permiten moverse en el agua de los tejidos o
en el suelo. Cuando entran en contacto con el
hospedero pierden los flagelos y enquistan para
producir tubos germinativos que sirven para invadir
el tejido (Leesutthiphonchai et al., 2018). La
esporulaciéon 6ptima ocurre con 90% de humedad
relativa (HR) y 12 a 18 °C; una lesion produce hasta
300.000 esporangios por dia (Fry & Goodwin,1997)
y el ciclo de vida termina en cuatro dias. En esta fase,

los esporangios no tienen mecanismos de

50



Ciencias Agricolas y Veterinarias

ARTICULO DE REVISION

=~

/ \.\.“ — « ‘4?"’)21_ {=
o Tubo germinative 4 .; Lo '
23 \ P & / Zoospora
2 S . )
£4 \ : % \_\‘ ‘ .
Esporangio / Quiste Quiste Germinacion dela
Planta sana oaspora
Zoospora ) x
A\ g
ws A ¥ xﬂt’\
o P Ah (] T
2] La CICLO Sy \5‘“ | CICLO
, ASEXUAL & SEXUAL £
& 1]
y Planta enferma Oospora
Esporangiéforo conteniendo I
esporangios ;&
k \/‘)
& -, ' B
Sobrevivenicia del patogeno en Hifas sexuales S e s
tubérculos y plantas hospederas S o Asterily’y dbgocin
Figura 2. Ciclo de vida de Phytophthora infestans.
supervivencia en el largo plazo; para sobrevivir El centro de origen de P. infestans es el Valle de
infectan tubérculos de papa, permitiendo la Toluca, ubicado en el altiplano mexicano vy

viabilidad del patégeno entre temporadas (Fry &
Grunwald, 2010). Por otro lado, la reproduccion
sexual en P. infestans es un fenémeno complejo que
implica el intercambio hormonal entre los talos de
aislados con grupos de apareamiento distintos, los
cuales son denominados Al y A2 (Mabon et al.,
2021; Qi et al., 2005). El intercambio hormonal
estimula la diferenciacion de anteridios y oogonios,
estructuras que producen los gametos sexuales
masculinos y femeninos, respectivamente, que
cuando se recombinan se reproducen sexualmente y
dan lugar a la formacion de oosporas grandes, de
paredes gruesas, que le permiten sobrevivir fuera del
hospedero (en restos de cultivo o en el suelo),
convirtiéndose en fuente de indculo primario para
iniciar nuevas infecciones en la siguiente temporada
(Fernandez-Pavia et al., 2004; Lozoya-Saldafa,

2005; Fry & Griinwald, 2010).

considerado el principal centro de diversidad del
patdgeno y el segundo mayor centro de diversidad de
Solanum spp. (Grunwald & Flier, 2005). En el Valle,
durante el verano, diariamente la temperaturaoscila
entre 10y 25°C, la HR es superior al 90 % al menos
por 10 horas durante varios dias y existealternancia
de periodos luminosidad/nubosidad; condiciones que
son Optimas para el desarrollo del tizon (Lozoya-
Saldafia, 2005). Ademas, estan presentes hospederos
con diversos grados de susceptibilidad y los tipos de
compatibilidad del patégeno Aly A2 se encuentran
en proporcion 1:1, permitiendo que las poblaciones
del patégeno sean derivadas sexualmente con alta

recombinacion y amplia diversidad genética (Flier et

al., 2003).
Actualmente, P. infestans es considerado un
patdbgeno re-emergente debido a que sus

poblaciones varian constantemente en todo el
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mundo, provocando la devastacion de cultivos en
lugares nuevos con una intensidad mayor en pocos
dias (Fry et al., 2015a; Vleeshouwers et al., 2011).
El éxito de este patdgeno también se atribuye a su
capacidad de sobrepasar la inmunidad delhospedero,
a su esporulaciéon profusa con un periodo latente
corto que permite una rapida diseminacion y una
estructura del genoma que promueve su
evolucion
(Leesutthiphonchai et al., 2018).

Tipos de resistencia en papas. La resistencia al

adaptativa

tizon tardio puede ser vertical u horizontal. La
resistencia vertical presenta un alto grado de
resistencia, pero a pocas cepas del patdgeno, esta
mediada por uno o pocos genes R gue son raza-
especificos, de herencia mendeliana y son faciles de
incorporar para la obtencién de nuevos genotipos

resistentes. Por su parte, la resistencia horizontal es

52, ol g

poligénica e inespecifica y protege a la planta contra
varias cepas del patdgeno; este tipo de resistencia es
dificil de utilizar en programas de mejoramiento
genético, pero es la mas deseable por su potencial
durabilidad (Karki et al., 2021; Lozoya-Saldana,
2011). Por otro lado, la resistencia foliar difiere de la
resistencia del tubérculo debido aque los genes
involucrados en ambos érganos son distintos (Lal et
al., 2013; Halterman et al., 2008; Kirk et al, 2001).
Las evaluaciones de resistencia enel follaje muestran
una respuesta consistente en diferentes ambientes y
afios, mientras que la respuesta observada en los
tubérculos muestra una mayor variacién, por ello es

preferible evaluar la resistencia foliar para

seleccionar genotipos resistentes (Mayton et al.,
2010; Douches et al., 2002).

. ot 220

Figura 3. Comparacion entre planta de Solanum tuberosum, susceptible al tizon tardio (izquierda) y una
planta resistente de Solanum demissum (derecha) en el Valle de Toluca, México, 2019.
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Las papas silvestres en  mejoramiento
genético. Luego de la hambruna irlandesa se
realizaron las primeras cruzas intraespecificas de S.
tuberosum que no originaron materiales resistentes al
tizon tardio debido a que la base genética de las
variedades europeas era muy estrecha en eseentonces
(Zoteyeva et al., 2012). Ademas, lamayoria de los
mejoradores creian que cruzar variedades europeas
con variedades de sudamericanas y mexicanas
ayudaria a generar papas con mayor vigor que le
permitirian resistir mejor las enfermedades. Recién a
inicios del siglo XX se realizaron cruzas
interespecificas entre S.tuberosum y S. demissum,
especie que contiene 11 genes R de resistencia raza-
especifica (Figura 3)(Turner, 2005).

Entre 1920 y 1940, el mejoramiento genético se
basd en la resistencia vertical, obtenida de S.
demissum, contra razas especificas de P. infestans.
En ese entonces existian pocos patotipos de P.
infestans dispersos fuera de México. A partir de1950
se combind la resistencia vertical y horizontal de
varias papas silvestres, obteniéndose variedades con
resistencia moderada pero duradera (Lozoya-
Saldafia, 2011). Los materiales resistentes de la
década de 1980 contenian una base genéticaestrecha
debido a que se obtuvieron a partir de un limitado
nimero de genotipos (Zoteyeva et al., 2012), lo que
provocd que la resistencia fuera superada
sistematicamente por nuevas variantes del patégeno,
limitando su uso agricola (Tiwari et al., 2015).

Actualmente, los cultivares resistentes a P.
infestans existentes no son suficientes para reducir
las pérdidas de rendimiento, haciendo que la

investigacion se centre en utilizar genes de

resistencia de papas silvestres para obtener
cultivares resistentes y duraderos contra un amplio
rango de aislados del patdgeno (Tiwari et al., 2013).
Existen unas 107 especies de papa silvestre, de
ploidia variada y distribuidas en 16 paises de
América (Spooner et al., 2019). En la blsqueda de
resistencia al tizon tardio, Pérez et al. (2000)
identificaron 80 de 133 accesiones con resistencia
cuantitativa; Micheletto et al. (2000) identificaron
fuentes de resistencia en Solanum commersonnii y
Solanum chacoense; Gopal & Singh (2003)
identificaron 10 materiales resistentes de Solanum
tuberosum dentro una coleccidn de 270 accesiones;
Khiutti et al. (2015) observaron variacion de la
resistencia intra e interespecifica en 34 especies;
Bachmann-Pfabe et al., (2019) identificaron 69
accesiones muy resistentes y 311 moderadamente
resistentes; Karki et al. (2021) detectaron 68
especies resistentes al tizén tardio, indicando la
presencia de genes RB; y Enciso-Maldonado et al.,
(2021) encontraron mas de 20 accesiones con
moderada y alta resistencia en el Valle de Toluca
(Figura 4). Por su parte, el Instituto de Investigacion
de Plantas N. I. Vavilov (Rusia), almacena una de
las mas antiguas colecciones de papas silvestres del
mundo y mediante el Proyecto CEEM (Cornell-
Europa del Este-México), en colaboracion con el
Centro de Investigacion de Mtochow (Polonia), se
busca rescatar y guardar ese material genético para
asegurar su disponibilidad para programas de
mejoramiento en todo el mundo (Zoteyeva et al.,
2012). Por su parte, el Banco de Germoplasma de
Papa del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA/ARS- U.S. Potato

Genebank) cuenta con base de datos libre del.
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Figura 4. Variabilidad de la resistencia en accesiones dentro de una misma especie y entre especies. A)
Solanum stoloniferum susceptible (A) y resistente (B); Solanum acaule susceptible (C) y resistente (D),
accesion de Solanum brevicaule susceptible (E) y accesion de resistente (F) en el Valle de Toluca, México,

2020.

USDA Germplasm Resources Information Network
(GRIN) (2021) en donde reportan mas de 25 especies
resistentes Similarmente, el Centro Internacional de
la Papa (Per() conserva y provee materiales para el
resto del mundo yconstantemente buscan fuentes de
resistencia al tizon tardio (Lindqvist-Kreuze et al.,
2020).

Desafios y avances en el uso de papas
silvestres. Existen barreras bioldgicas entre especies
gue limitan el aprovechamiento de los genes de
resistencia de las papas silvestres. La hibridacion y
las cruzas interespecificas se dificultan por la
variabilidad de ploidias y nimero de balance del
endospermo (NBE) entre la especie cultivada y las
silvestres (Haverkort & Kempenaar,

2016). EI NBE se refiere al desarrollo del

endospermo después de la fertilizacion'y en papas se
establece que la proporcion de contribucion
gendmica debe ser 2:1 (materno/paterno) para el
desarrollo normal del endospermo (Depetris et al.,
2018; Johnston et al., 1980). Para superar estas
barreras se cultivan anteras y regeneran plantas
diploides a partir de tetraploides, o haploides a partir
de diploides (Pacheco-Sanchez et al., 2003), se
realiza cruce de puentes entre especies, rescate de
embriones, fusion de protoplastos o duplicacion de
cromosomas con posterior seleccion y retrocruzas
normales con el material parental deseado (Bethke et
al., 2017).

La mineria de alelos y estudios de asociacion del
genoma completo han permitido explorar el genoma
de papas silvestres para detectar genes homologos
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de resistencia (Vossen et al., 2016; Tiwari et al.,
2015; Gebhardt et al.,, 2004; Kim et al., 2012;
Sokolova et al., 2011). Por otro lado, la construccion
de mapas de ligamiento sirvi6 para desarrollar
marcadores moleculares vinculados a los loci de
resistencia (Tiwari et al., 2013).

Actualmente, existen varios marcadores ligados
agenes R, loci de caracter cuantitativo y marcadores
de polimorfismo de nucledtido simple (SNPs) que
confieren resistencia al tizon tardio (Santa et al.,
2018; Lindgvist-Kreuze et al., 2014).

Algunas especies en las que se han reportado
genes de resistencia al tizén tardio son S. demissum;
S. bulbocastanum; S. brachistotrichum, S. edinense;
S. hjertingii, S. microdontum; S. schenckii; S.
verrucosum, S. pinnatisectum, S. stoloniferum, S.
papita; S. polytrichon; S. mochigquense, S. phureja;
S. venturii; S. dulcamara, S. berthaultii; S. avilesi;
S. capsicibaccatum, entre otras (Tiwari et al., 2013).
Hasta la fecha, el gen RB es el gen mas eficiente para
suprimir la infeccion por P. infestans (Lokossou et
al., 2009; Park et al., 2005; Song et al., 2003), y
sirvié para la generacion de nuevas variedades con
resistencia horizontal (Van der Vossen et al., 2003).

Posteriormente,  también  se  encontraron
homologos del gen RB en otras especies de Solanum
(Wang et al., 2008). Con base en ensayos genéticos,
de resistencia y generacion de transgénicos, se han
identificado genes RB que son funcionalmente
equivalentes a los de S. bulbocastanum en S.
stoloniferum y S. verrucosum (Wang et al., 2008).

Uno de los mayores logros en el mejoramiento
genético para combatir al tizén tardio fue el
apilamiento de tres genes de resistencia al tizéntardio
(RB, Rpi-blb2 y Rpi-vntl.1) en las variedades

de papa "Desiree" y "Victoria" por medio de
transgénesis, las cuales completaron sus ciclos
mostrandose inmunes al tizén tardio y sin recibir
aplicaciones de fungicida, mientras que las mismas
variedades no transgénicas se  destruyeron
rapidamente (Ghislain et al., 2019).

Identificacion de fuentes de resistencia. Para
identificar materiales resistentes al tizon tardio se
aplican distintas metodologias que incluyen pruebas
de campo y ensayos de inoculacién del patégeno en
plantas enteras, en hojas desprendidas y ensayos in
vitro (Forbes et al., 2005). Pérez et al. (2000)
mencionan que los ensayos in vitro ofrecen una
vision general de los niveles de resistencia en los
germoplasmas y que son necesarias posteriores
evaluaciones a campo. Por su parte, Karki et al.
(2021) mencionan que los ensayos de hojas
desprendidas ofrecen condiciones muy favorables
para el desarrollo de la enfermedad, impidiendo la
identificacion precisa de la resistencia cuantitativa,y
hacen que un mayor nimero de genotiposcalifique
como susceptible; ademas, no siempre existe una
relacion cercana en la resistencia del follaje evaluada
en laboratorio y campo (Lal et al.,, 2013). Las
pruebas de campo que miden el area bajo la curva de
progreso de la enfermedad proporcionan la mejor
estimacion de la resistencia alas enfermedades (Fry,
1978), sin embargo, en la mayoria de los sitios de
evaluacion es necesario realizar inoculaciones y
cuando las condiciones no son favorables, los
ensayos no son fiables debido a que el patégeno no
es capaz de causar (Sieber et al., 2015). El Valle de
Toluca en México es un sitio de importancia
internacional para la evaluacion de genotipos debido
a que alli no se requieren inoculaciones artificiales
debido a la gran cantidad de oosporas de cepas

variables y virulentas que
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sobreviven al invierno (Lozoya-Saldafia, 2005;
Fernandez-Pavia et al., 2004; Shakya et al., 2018).
Estas condiciones hacen que cualquier clon de papa
resistente al tizon tardio en Toluca tenga muchas
posibilidades de seguir siéndolo en el resto del
mundo (Lozoya-Saldafia, 2005).

CONCLUSION

La basqueda de resistencia al tizon tardio enpapas
silvestres es una parte importante dentro del
mejoramiento genético de la papa debido a que P.
infestans ha vencido por afios la resistencia genética
de la planta.

La utilizacion de los genes de resistencia de las
papas silvestres todavia es limitada debido a las
barreras a nivel de ploidia y la incompatibilidad del
nimero del balance del endospermo con la papa
cultivada. ElI mejoramiento genético asistido por
marcadores moleculares y las nuevas técnicas de
modificacion genética para transferir o apilar
rapidamente genes de resistencia de papas silvestres
a cultivares de papa son una herramienta con gran
potencial para acelerar los procesos de obtencion de
genotipos de interés.

El Valle de Toluca en México es un sitio ideal
para realizar trabajos de identificacion de fuentes de
resistencia e impulsar programas de mejoramiento
genético ya que cuenta con la ventaja de ser elmayor
centro de diversidad del P. infestans, conclima ideal
para el patégeno y con gran variabilidad de
resistencia genética en las papas silvestres que se

distribuyen naturalmente en la zona.
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RESUMEN

El tizon tardio de la papa (Phytophthora infestans) es la enfermedad de mayor
importancia econdémica a nivel mundial para este cultivo. Para mitigar los dafios
provocados por este patdgeno, se realizan esfuerzos enfocados en obtener cultivares
resistentes, donde la identificacién de genes de resistencia a P. infestans es fundamental
para avanzar en los programas de mejoramiento. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue identificar homologos de genes de resistencia al tizén tardio en especies silvestres de
papa (Solanum spp.) y asociar su presencia con la de resistencia de campo. Se
analizaron 23 accesiones del Vavilov Institute of Plant Research, que representan 14
especies silvestres de Solanum spp. con diferentes niveles de resistencia. Para la
caracterizacion de las accesiones se utilizaron ocho pares de cebadores,
correspondientes a ocho genes de resistencia identificados en otras especies: R1, R2,
R3a, R8, St0-448, Rpi-blbl, R1, Rpi-blb2 y Rpi-berl. Se realiz6 un anélisis de varianza
para determinar significancia entre la relacion de la cantidad de marcadores por plantas
y el nivel de resistencia. De los ocho cebadores, siete pares mostraron amplificaciones
observables en por lo menos una de las accesiones. Los pares R1, R8, Ssto-448, R2 y
Rpi-berl amplificaron una Unica banda por muestra, mientras que los marcadores Rpi-
blbl y Rpi-blb2 mostraron amplificacién de mdultiples bandas por muestra. EI marcador
R3a no amplific6 para ninguna accesion. El gen R1 fue exclusivamente encontrado en
una especie resistente, siendo los otros marcadores encontrados tanto estas como en
especies con diferentes grados de susceptibilidad. A pesar de no encontrar significancia
entre la cantidad de marcadores y el nivel de resistencia, los homélogos de resistencia
identificados resaltan la importancia de las especies silvestres como recursos importantes
en los programas de mejoramiento, siendo importante continuar con la caracterizacion de

los genes encontrados y la busqueda de otros genes no evaluados.

Palabras clave: Phytophthora infestans, papas silvestres, genes R, recursos
fitogenéticos, Region amplificada caracterizada por secuencia.

ABSTRACT

Potato late blight (Phytophthora infestans) is the most economically important disease for
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this crop worldwide. To mitigate the damage caused by this pathogen, efforts are being
made to obtain resistant cultivars, where the identification of resistance genes to P.
infestans is essential to advance in breeding programs. Therefore, the objective of this
work was to identify late blight resistance gene homologues in wild potato species
(Solanum spp.) and associate their presence with field resistance. Twenty-three
accessions from the Vavilov Institute of Plant Research were analyzed, representing 14
wild species of Solanum spp. with different resistance levels. For the characterization of
the accessions, eight pairs of primers were used, corresponding to eight resistance genes
identified in other species: R1, R2, R3a, R8, Sto-448, Rpi-blbl, R1, Rpi-blb2 and Rpi-
berl. An analysis of variance was performed to determine significance between the
relationship between the number of markers per plant and the level of resistance. Of the
eight primers, seven pairs showed observable amplifications in at least one of the
accessions. The R1, R8, Ssto-448, R2, and Rpi-berl pairs amplified a single band per
sample, while the Rpi-blb1l and Rpi-blb2 markers showed amplification of multiple bands
per sample. The R3a marker did not amplify for any accession. The R1 gene was
exclusively found in a resistant species, the other markers being found both in these and
in species with different degrees of susceptibility. Despite not finding significance between
the number of markers and the level of resistance, the resistance homologues identified
highlight the importance of wild species as important resources in breeding programs,
being important to continue with the characterization of the genes found and the search
for other unassessed genes.

Keywords: Phytophthora infestans, wild potatoes, R genes, plant genetics resources,

Sequence Characterized Amplified Region.
Introduccién

El tizon tardio de la papa, causado por el oomycete Phytophthora infestans (Mont.) De
Bary, es la principal enfermedad del cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) en todo el
mundo (Grunwald & Flier, 2005). Para combatir esta enfermedad se recurre
principalmente a la aplicacion de fungicidas, sin embargo, su uso reiterado, y la aparicion

de mutaciones que vuelven a los patdgenos insensibles a los diferentes ingredientes
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activos, las cuales son seleccionados al usar reiteradamente el producto, se observa una
disminucién de la eficacia de control de los fungicidas (Grunwald & Flier, 2005). Por lo
tanto, el uso de cultivares resistentes al tizon tardio es una de las estrategias mas
interesantes para reducir la densidad de inoculo en el ambiente y para disminuir la tasa

de infeccion por parte del patégeno (Haverkort et al., 2016).

La papa cultivada cuenta con una base genética estrecha y carece de genes R activos
contra P. infestans, debido a que la propagacion vegetativa excluye la seleccion natural
de loci R funcionales bajo los ataques recurrentes de patégenos, por lo tanto, no se ha
podido obtener cultivares resistentes a través de cruzas intraespecificas (Pankin et al.,
2011). Debido a ello, dentro del mejoramiento genético de la papa se contempla el uso
de genes de resistencia contenidos dentro de sus parientes silvestres (Solanum spp.)
(Paluchowska et al., 2022), los cuales han evolucionado en regiones con las poblaciones
mas diversas de P. infestans y han adquirido numerosos loci R funcionales contra el tizén
tardio y son recursos genéticos esenciales para el mejoramiento de la papa (Wang et al.,
2008). El ejemplo mas conocido es el de la la especie mexicana S. demissum, en la cual
se han identificado 11 genes R que confieren resistencia vertical al tizon tardio. Esta
especie ha sido utilizada por mas de 100 afios en programas de mejoramiento genético,
en donde, a través de cruzas interespecificas con S. tuberosum se han obtenidogenotipos
prometedores, resistentes a la enfermedad. Sin embargo, la resistencia obtenida a través
de estas cruzas ha sido quebrada continuamente por el patégeno (Fryet al., 2015).

Actualmente, los esfuerzos en investigacion, dentro del mejoramiento genético de la
papa, se enfocan en la introduccién de genes Rpi de especies silvestres de Solanum en
papas cultivadas (Park, 2013) y en la piramidizacion de genes de resistencia de amplio
espectro de varias fuentes de papas silvestres, con diferente especificidad para las razas

de patégenos en el genoma de la papa (Tan et al., 2010).

Para estimar el potencial genético, se requiere identificar marcadores moleculares
diagnostico (Ballesteros et al., 2010). Para tal fin, gracias a técnicas como la mineria de
alelos, la cual facilita el descubrimiento de nuevos genes de resistencia (R) que pueden

usarse en programas de mejoramiento (Wang et al., 2008). Ademas, ayuda a rastrear la
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evolucion de los alelos, la identificacion de nuevos haplotipos y el desarrollo de
marcadores especificos de alelos para su uso en la seleccién asistida por marcadores
(Kumar et al. 2010). Por otro lado, la exploracion de genes R homélogos entre especies

puede ser una actividad muy prometedora para el mejoramiento genético de la papa.

En el presente estudio, el objetivo fue identificar homodlogos de genes de resistencia al
tizon tardio en especies silvestres de papa (Solanum spp.) utilizando cebadores
especificos de genes reportados en la literatura para otras especies co genéricas, y

posteriormente asociarlo con la categoria de resistencia previamente reportada.
Materiales y métodos
Material vegetal

Fueron analizadas 23 accesiones que representan 14 especies silvestres de Solanum
spp. con diferentes niveles de resistencia (Cuadro 1), reportados previamente por Enciso-
Maldonado et al. (2022).

Cuadro 1. Accesiones de Solanum seleccionadas para el estudio.

Especie ID  Accesion Ploidia Origen Categoria de resistencia
S. acaule 3 631194 L . Muy susceptible
S. acaule 9 653788 ax Bolivia, Pert Susceptible
S. albicans 21 631198 6x Per( Susceptible
S. albicans 22 631199 Susceptible
S. berthaultii 23 653801 ox Argentina Muy susceptible
S. berthaultii 25b 653829 9 Resistente
S. brevicaule 27 473378 . Muy susceptible
S. brevicaule 28 631209 2x Bolivia Resistente
S. chacoense 35 631200 . - Muy susceptible
S. chacoense a7 653781 2x  Argentina, Bolivia, Paraguay Muy susceptible
S. demissum 54 653770 6X México Resistente
S. guerreroense 64 653828 6X México Resistente
S. juzepzuckii 65 631201 3x Per, Bolivia Muy susceptible
S. microdontum 67 631212 . Resistente
S. microdontum 68 631211 2x Argentina Susceptible
S. michoacanum 69 653810 2X México Susceptible
S. pinnatisectum 72b 275234 - . Moderadamente Resistente
S. pinnatisectum 75 653808 2x México, USA, Canada Muy susceptible
S. stoloniferum 87 653771 x México Muy susceptible
S. stoloniferum 100b 653823 Resistente
S. verrucosum 102b 653784 2X México Muy susceptible
S. vernei 104 473306 2X Argentina Muy susceptible
S. demissum 168 225652 6X México Moderadamente Resistente

64



Extraccion de ADN y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El ADN gendmico total se extrajo a partir de muestras foliares utilizando la técnica CTAB
(Doyle, 1991). A partir del ADN extraido se realizaron diluciones para llevarlo a la
concentracion de trabajo [50 ng/pL]. Las 23 accesiones seleccionadas fueron analizadas
utilizando los 8 pares de cebadores especificos para genes de resistencia al tizén tardio
reportados previamente en la literatura para otras especies del género Solanum (Cuadro
2).

Todas las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de 25 pL, en todos
los casos se incluyd un testigo negativo en cada corrida de PCR, las concentraciones de
los reactivos fueron las siguientes: 1X de Buffer (Green GoTaq Reaction Buffer), 0,5 U de
taq (GoTaq G2 DNA Polymerasa, Promega), 0,2 mM de dNTPs (Promega), 0,2 uM decada
uno de los primers y 100ng de ADN templado. En cuanto a las condiciones de ciclado, se
inici6 con una desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C, seguida por 35 ciclos ge
incluyeron, desnaturalizacion de 45 s a 94 °C, hibridacion de 45 s a TM, alargamiento de
1 min a 72 °C, alargamiento final de 8 min a 72 °C. Las TM especificas para cada par de
cebador se encuentran en la Cuadro 2. En principio fueron utilizadas TM calculadas para
cada par de primer, no obteniendo buenos resultados se probaron TM utilizadas por
Tiwari et al. (2015), con las que se pudieron obtener amplicones. La verificacion de las
amplificaciones fue realizada mediante electroforesis (5 V/cm) en geles de agarosa al 2
% (p/v), utilizando como buffer de corrida TBE al 0.5 x (Sambrook et al., 1989), los geles
fueron tefiidos con Diamond™ Nucleic Acid Dye (1:10.000), y las bandas fueron
visualizadas en un transiluminador de luz azul. El marcador de peso molecular utilizado

como referencia fue el 100 pb DNA Ladder (Invitrogen).

Analisis de datos

Se realizo la observacion de las corridas electroforéticas para identificar la

presencia/ausencia de amplicones en cada una de las muestras.

Se realizé un andlisis de varianza (ANAVA) para detectar diferencias significativas en la
cantidad de fragmentos amplificados teniendo en cuenta las diferentes categorias de

susceptibilidad (P < 0.05), con la finalidad de detectar si la asociacion entre ambas fue
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significativa.

Cuadro 2. Regiones analizadas en las accesiones de papa

Marcador Cromosoma T??;I)no Primers (5" a 3") Cita ('Ol'g
_ 8 300, 500, F: AACCTGTATGGCAGTGGCATG Wang et al.
Rpi-blbl 800, 1000 (2008) 53
R: GTCAGAAAAGGGCACTCGTG
a1 F: CACTCGTGACATATCCTCACTA Sokolovaet
5 1205 R: GTAGTACCTATCTTATTTCTGCAAGAAT al. (2011)
F-GGACTGGGTAACGACAATCC van der
Rpi-blb2 300, 500, Vossen et al. 52
8 700, 976 R-ATTTATGGCTGCAGAGGACC 2005
- F: ATGGCTGATGCCTTTCTATCATTTGC Kim et al. 50
4 1142 R: TCACAACATATAATTCCGCTTC (2012)
R3g* F: TCCGACATGTATTGATCTCCCTG Sokolovaet .,
11 1380 R: AGCCACTTCAGCTTCTTACAGTAGG al. (2011)
- F-AACAAGAGATGAATTAAGTCGGTAGC Vossenetal., .
9 1276 R-GCTGTAGGTGCAATGTTGAAGGA 2016
S510.448 F - GTGGAACGCCGTCCATCCTTAG Sokolovaet
5 448 R - GCATAGGTGGTTAGATGTATGTTTGATTA al. (2011)
) F: GAACGCGAAAGAGTGCTGATAG Tan et al.
Rpi-berl 50
10 366 R: CCCGCTGCCTATGGAGAGT (2010)

*La amplificacion del gen R3a no mostré amplificacion en ninguna muestra.

Resultados y Discusion

De los 8 cebadores, 7 pares mostraron amplificaciones observables en por lo menos una
de las accesiones (Cuadro 3). Unicamente los pares R1, R8, Ssto-448, R2 y Rpi-berl no
mostraron amplificacién de mdultiples bandas por muestra (Figuras 1y 2). El tamafio de
los productos de amplificacién de cada region (a excepcion de R3a) se encontrdé dentro
de la amplitud esperada (Cuadro 2). Las multiples bandas amplificadas de las regiones
Rpi-blbly Rpi-blb2 en cada individuo podrian corresponder a polimorfismo de la region de
interéso también a bandas inespecificas amplificadas en el proceso de PCR (disminucion
de larestriccion por utilizar TM bajas); para caracterizar los fragmentos obtenidos y
confirmar la existencia de polimorfismo se deberia realizar la clonacion de los fragmentos
amplificados y posterior secuenciacion de los mismos (Solokova et al., 2011; Ballesteros
et al., 2010).

El cebador R1 amplifico tnicamente en la especie S. demissum con numero de accesion

653770 y resistente al tizon tardio (Cuadro 3, Figura 1a). Mientras que el cebador Sto-
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amplific6 en accesiones de S. demissum, S. guerreroense, S. stoloniferum y S.
verrucosum con diferentes niveles de resistencia (Cuadro 3, Figura 2a). La amplificacion
de los marcadores R1 y Sto-448 en especies mexicanas era de esperarse debido a que
ambas forman parte del gen R1, el cual confiere resistencia horizontal a P. infestans, y
anteriormente fueron encontradas en diferentes grupos de papas silvestres mexicanas
(Sokolova et al., 2011). EI menor grado de resistencia observado en la accesion 225652
de S. demissum podria estar asociado a la ausencia de amplificacion del marcador R1.

El marcador R2 amplifico Unicamente para la accesion 653771 de S. stoloniferum.
Mientras que el marcador R8 amplificé para siete accesiones. Al igual que el gen R1, los
genes R2 y R8 son raza especificos de poca durabilidad. El par de cebadores R3a no
mostré amplificacion en ninguna de las accesiones analizadas. El marcador R3a ha sido
reportados en especies mexicanas y sudamericanas (Sokolova et al., 2011), sin embargo,
en las especies evaluadas en este trabajo no se pudieron identificar homdélogos de este

marcador.

Los cebadores Rpi-blbl y Rpi-blb2 mostraron en la mayoria de las muestras multiples
fragmentos amplificados (Figura 3a y 3b, Cuadro 3). Los genes Rpi-blbl y Rpi-blb2
confieren resistencia de amplio espectro y fueron identificados en la especie diploide
mexicana S. bulbocastanum (Song et al., 2003; van der Vossen et al., 2003), ambos
codifican proteinas CC-NB-LRR (Vleeshouwers et al., 2011). Pankin et al. (2011)
encontraron homoélogos de estos genes en S. cardiophyllum ssp. ehrenbergii, S.
demissum, S. hjertingii, S. hougasii, S. iopetalum, S. pinnatisectum, S. polyadenium, S.
polytrichon, S. stenophyllidium, S. stoloniferum y S. verrucosum). Ademas, observaron
gue el marcador Rpi-blbl estuvo universalmente presente en cada accesion analizada,
lo que sugiere una distribucion ubicua de los homélogos de Rpi-blbl en los genomas de
Solanum. Mientras que El marcador Rpi-blb2 estaba presente en varias copias (1-3
copias por accesion) y variaba mucho en tamafo (~800 a 1300 pb). Al igual que lo
obtenido en este trabajo, Pankin et al. (2011) observaron bandas polimorficas de estos
marcadores en varias accesiones de Solanum y consideran que corresponden a loci de
paralogos similares al gen Rpi-blbl, y que esta variacién de tamafio observada se debe

principalmente a los polimorfismos en el intron.
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De manera similar a los marcadores Rpi-blbl y Rpi-blb2, la regién Rpi-berl (Figura 1c,
Cuadro 3) amplifico en la mayoria de las accesiones evaluados, mostrando bandas Unicas.
El gen Rpi-berl fueron identificados por primera vez en dos accesiones de S. berthaultii
y estan intimamente ligados en el brazo largo del cromosoma 10 (Park et al., 2009).
Posteriormente se identificaron genes homologos a Rpi-berl en las especies Solanum
albicans, Solanum alandiae, Solanum berthaultii, Solanum pinnatisectum, Solanum
sparsipilum, Solanum spegazzinii, Solanum arnezii, Solanum avilesii, Solanum
tuberosum ssp. andigena, Solanum demissum y Solanum cardiophyllum (Srivastava et
al., 2018). Se ha informado que el gen Rpi-berl es capaz de reconocer moléculas
efectoras, PexRD12 durante la infeccién por P. infestans (Monino-Lopez et al., 2021).

Cuadro 3. Especie, identificador de la accesion (ID), numero de accesion (ACNO),
categoria de resistencia, presencia del marcador y total de marcadores amplificados por
especie de Solanum.

Especie ID ACNO | Categoria | R1 Eeprii R8 | R2 Elrl;ii E |Ff)ié 35108- m-z:?ég(ljg?es

S. acaule 3 631194 MS X X X 3

S. acaule 9 653788 MS X X X 3

S. albicans 21 631198 MS X X X 3

S. albicans 22 631199 S X X X X 4

S. berthaultii 23 653801 MS 0
S. berthaultii 25b 653829 R 0
S. brevicaule 27 473378 MS X X X X 4
S. brevicaule 28 631209 R X 1
S. chacoense 35 631200 MS 0
S. chacoense 47 653781 MS X X X X 4
S. demissum 54 653770 R X X X X X X 6
S. guerreroense 64 653828 R X X X 4
S. juzepzuckii 65 631201 MS 0
S. microdontum 67 631212 S X X X 3
S. microdontum 68 631211 R X X X X 4
S. michoacanum 69 653810 S X X X 3
S. pinnatisectum 72b 275234 MR X X X 3
S. pinnatisectum 75 653808 MS X X X 3

69



S. stoloniferum 87 653771 MS X X | X X X X 6

S. stoloniferum 100b | 653823 R X X X 3

S. verrucosum 102b | 653784 MS X X X 4

S. vernei 104 473306 MS X X X 3

S. demissum 168 225652 MR X X X X 4
Cebador R1 R8

Muestra MM 3 9 21 22 23 25 27 28 35 47 54 64 Muestra 3 9 21 22 23 25 25b 27 28 35 47 54 64 65 68 69 72 75 87 100 102 104 67 168 MM

Cebador R1
Muestra 65 67 68 69 72 72b 75 87 100 102 102b 104 168 100b C- MM

RPI-Ber1

102b 104 168 C-MM

3 9 2122 232525b2728 35 47 54 MM 64 65 67 68 69 72 72b75 87 100 100b 102

L
1000

500

Figura 1. Verificaciéon de las PCR de los cebadores R1, R8 y Rpi-berl por
electroforesis en geles de agarosa al 2 %. a) Cebador R1. b) Cebador R8 y ¢) Cebador
Rpi-berl. Muestras: indicadas con su respectivo ID. MM: Marcador de peso molecular.
bp: pares de base.
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Cebador STO-448

Muestras 104 168 C- MM 3 9 21 67 68 69 72 72b 75 87 100 100b 102 102b 104 168 22 23 25 25b 27 28 C-

Muestras 3 9 21 22 23 25 25b 27 28 35 47 54 MM 64 65 67 68 69 72 72b 75 87 100 100b 102 102b

Cebador R2

Figura 2. Verificacion de las PCR de los cebadores STO-448 y R2 por electroforesis
en geles de agarosa al 2 %. a) Cebador STO-448. b) Cebador R2 Muestras: indicadas
con su respectivo ID. MM: Marcador de peso molecular. bp: pares de base.

Cebador RPI-BLB1

Muestras MM
pb

3 9 21 22 23 2525b27 64 65 67 68 MM 69 72 72b 75 87 100 100b102102bMM 104 168 47 54

1000

500

Cebador RPI-BLB2

Muestras 3 9 21 22 23 25 25b 27 28 35 47 54 MM 64 65 67 68 69 72 72b 75 87 100 100b102102b 104 168 168 C- MM

500

§ siglumnn

Figura 3. Verificacién de las PCR de los cebadores RPI-BLB1 y RPI-BLB2 por
electroforesis en geles de agarosa al 2 %. a) Cebador RPI-BLB1. b) Cebador RPI-BLB2
Muestras: indicadas con su respectivo ID. MM: Marcador de peso molecular. bp: pares
de base.
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Algunas accesiones como 653784 de S. verrucosum, 653781 de S. chacoense y 473378
de S. brevicaule fueron muy susceptibles al tizén tardio, sin embargo, se detecto la
presencia de cuatro marcadores amplificados. Mientras que, la accesion 631209 de S.
brevicaule fue resistente y en ella se detecté un solo marcador asociado a la resistencia.
En otros casos se observé que plantas muy susceptibles no amplificaron regiones
asociadas a la resistencia (accesion 631200 de S. chacoense, accesion 653801 de S.
berthaultii y la accesion 631201 de S. juzepzuckii), y en el caso de S. demissum (653770)
se observo que fue inmune en el campo y amplificé seis marcadores asociados a la
resistencia al tizon tardio. Sin embargo, tras realizar el ANAVA no detecté diferencias
significativas entre la cantidad de marcadores contenidos en cada accesion y su relacion
con la categoria de la resistencia (P < 0.05), por lo tanto, no se refleja una asociacion
entre la carga genética de cada accesion con la categoria de resistencia observada
(Figura 4), lo cual coincide con Pankin et al. (2011), quienes observaron que la presencia

de marcadores y haplotipos particulares no se asociaron inmediatamente con una alta
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resistencia al tizén. Mientras que Fadina et al. (2017) encontraron una relacion positiva

entre la cantidad de marcadores por plantas con el nivel de resistencia observado.

La resistencia al tizén tardio en especies del género Solanum, generalmente es el
resultado de la interaccion de varios genes. Para comprender con mayor profundidad la
relacion entre la resistencia observada a campo, es necesario ampliar el nimero de
marcadores moleculares asociados a la resistencia al tizon tardio para caracterizar el
perfil de las accesiones estudiadas, ya que, la resistencia puede estar mediada por otros
genes o por la interaccion entre genes (Beketova et al., 2021). Ademas, es posible que
los genes identificados no sean funcionales, por lo tanto, podrian no estar expresandose
y en consecuencia la resistencia no se manifiesta fenotipicamente, es por ello importante
realizar una caracterizacion a nivel de secuencia de los marcadores identificados, y
posteriormente la expresion génica de los mismos. En cuanto a las secuenciaciones,
considerando la identificacién de multiples fragmentos en algunas de las muestras, asi
como la posible presencia de polimorfismos en las bandas Unicas identificadas, y la
utilizacion de primes no especificos para cada especie, es recomendable en aquellos
casos en donde no se pueda obtener secuencias de buena calidad a partir del producto
de PCR directamente, realizar la clonacion de los fragmentos, lo que permitira utilizar
para la secuenciacién cebadores universales de los plasmidos e independizarse de la
secuenciacion a partir de los cebadores heter6logos que se utilizaron para la
amplificacion, y que al no ser especificos, en muchas ocasiones producen secuencias de

baja calidad.

Cantidad de marcadores

1 T
1 1
1 '
1 1
o - e R e S

T T T T
Muy susceptible Susceptible Moderadamente Resistente Resistente

Categoria

Figura 4. Diagrama de caja en el cual se observa la cantidad de marcadores identificados
en las distintas especies de Solanum evaluadas segun categoria de resistencia al tizon
tardio.
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Conclusion

Se identificaron genes homodlogos asociados a marcadores moleculares en distintas
accesiones de papas silvestres. Sin embargo, no hubo significancia entre la cantidad de
marcadores y el nivel de resistencia, por lo que la resistencia observada en el campo
puede estar asociada otros marcadores no evaluados, como también a la presencia 0 no
de pseudogenes, diferencias a nivel de secuencia o de expresion de los marcadores
identificados. En plantas que mostraron ser susceptibles en el campo, en las cuales se
identifico la presencia de marcadores relacionados a resistencia, podrian tratarse
pseudogenes, o0 alguna mutacion de pérdida de funcién, y como consecuencia la no
funcionalidad de los marcadores identificados. s imponte poner foco, ademas, en aquellos
marcadores identificados Unicamente en especies resistentes como el R1. Futuros
estudios podrian enfocarse a evaluar la funcionalidad de los genes homélogos
identificados en este trabajo, asi como la caracterizaciéon de otros posibles genes de

resistencia.
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