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RESUMEN 

 

 

La “rancha” es una de las principales enfermedades en el cultivo de papa (Solanum spp.) y 

es originada por el oomiceto Phytophthora infestans (Mont.) De Bary. Su presencia es 

mundialmente conocida por ser una enfermedad muy agresiva tanto en el follaje como en 

tubérculos desatando grandes pérdidas económicas. Sin embargo, a través del tiempo y con 

ayuda de los avances tecnológicos, su estudio se ha profundizado para poder brindar más 

herramientas y conocimientos sobre el desarrollo del patógeno . Actualmente, la biología 

molecular ha pasado a ser uno de los pilares más importantes para el descubrimiento de 

nueva información y referencias sobre P infestans. El presente trabajo tuvo la finalidad de 

comprobar el potencial de resistencia de una muestra de la gran diversidad de papas nativas 

del Perú, para esto, 182 accesiones de distintas zonas del país fueron colectadas y 

posteriormente evaluadas en el Instituto de Biotecnología -IBT UNALM.  Se utilizaron 6 

pares de primers (denominados para este estudio como: Phy12, Phy13, Phy14, Phy15, Phy16 

y Phy 17) previamente reportados en otras investigaciones asociados a la tolerancia a rancha 

y otros 34 nuevos iniciadores alelo-específicos diseñados adicionalmente; todos los 

anteriores bajo la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). Los resultados fueron 

homogéneos en todas las amplificaciones. Es decir, ninguno de los iniciadores previamente 

seleccionados y ninguno de los nuevos diseñados seleccionados fueron efectivos en 

discriminar accesiones resistentes y susceptibles en el germoplasma de papas peruanas 

evaluadas, lo que demuestra que se deben de desarrollar iniciadores propios para la población 

de papas peruanas ya que los empleados para este estudio han sido desarrollados en otras 

poblaciones de papa adaptadas en otras latitudes. 

Palabras clave: Phytophthora infestans, PCR, papa nativa, iniciadores. 
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ABSTRACT 

 
The "rancha" is one of the main diseases in the cultivation of potato (Solanum spp.). It is 

caused by the oomycete Phytophthora infestans (Mont.) Bary. and its presence is known 

worldwide for being a very aggressive disease both in the leaves and in tubers unleashing 

great economic losses. However, over time and with the help of technological advances, its 

study has been deepened to provide more tools and knowledge about its development. 

Currently, molecular biology is one of the most important pillars for the discovery of new 

information and references about P infestans. This work had the purpose of verifying the 

resistance potential of the great diversity of potatoes native to Peru, for this, 182 accessions 

from different areas of the country were collected and evaluated at the Institute of 

Biotechnology -IBT UNALM. We used 6 pairs of primers (named for this study as: Phy12, 

Phy13, Phy14, Phy15, Phy16 and Phy 17) previously reported in other research associated 

with ranch tolerance and another 34 new allele-specific initiators additionally designed; all 

the above under the PCR (Polymerase Chain Reaction) technique. The results were 

homogeneous in all amplifications. That is, none of the previously selected initiators and the 

new ones designed were effective in discriminating resistant and susceptible accessions in 

the germplasm of Peruvian potatoes evaluated, which shows that they must develop their 

own initiators for the Peruvian potato population since those used have been developed in 

other potato populations adapted in other latitudes. 

 

Key words: Phytophthora infestans, PCR, native potato, primers. 



1  

I. INTRODUCCIÓN 
 

El género Solanum cuenta con especies cultivadas, entre ellas, las “Papas nativas”. Su amplia 

diversidad hace que produzca tubérculos de diversas características y que pueda ser cultivada 

bajo distintas condiciones. A lo largo del tiempo, las variedades comerciales han sido 

seleccionadas para cubrir las necesidades básicas de alimentación bajo el clima severo de los 

Andes. La selección realizada ha conllevado a mantener el germoplasma con buenas 

cualidades organolépticas así como la capacidad de tolerar enfermedades y estreses abióticos 

dentro de la misma parcela mediante el cultivo de papas nativas de diferentes ploidías 

(Bonierbale et al., 2004 ;citado por Ritter et al., 2009). 

Por otro lado, se sabe que el tizón tardío o la rancha de la papa (Phytophthora infestans 

(Mont.) De Bary) es una de las principales enfermedades en este cultivo. Históricamente, en 

1845 debido a la presencia del patógeno, Irlanda sufrió la destrucción del total de campos de 

papa y provocó la muerte de miles de personas, así como la migración de los sobrevivientes 

a lugares cercanos en Europa y hacia Norte América. Durante varios años los estudios se 

enfocaron en la etiología, epidemiología y control de la enfermedad, de esta manera el 

desarrollo de técnicas bioquímicas y moleculares han mejorado el estudio de la genética 

poblacional de este patógeno. Actualmente, existe un riesgo en la producción de este cultivo 

debido a que P. infestans puede variar genéticamente generando resistencia a fungicidas 

sistémicos, alta virulencia y mayor adaptación parasítica. Además, la presencia de oosporas 

(agentes de dispersión producto de la reproducción sexual del patógeno) representa un riesgo 

en zonas agrícolas donde nunca antes esta enfermedad se ha presentado (Forbes & Pérez, 

2008).  

La Reacción en Cadena de la Polimerasa, PCR (acrónimo de su nombre en Inglés 

Polymerase Chain Reaction) es una de las técnicas de la biología molecular que contribuye 

al análisis de datos mediante millones de copias de fragmentos de ADN  para los 

diagnósticos en poco tiempo (Orengo, 2013). 
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Por lo tanto, en este trabajo se planteó el uso de la técnica PCR para el tamizado de 

germoplasma de papa que pueda ser tolerante a la rancha para su uso en producción y en 

programas de mejoramiento genético.  

 

1.1. Objetivo general 
 

• Contribuir con el conocimiento sobre la reacción a Phytophthora infestans 

de accesiones de papas nativas cultivadas en el Perú. 

1.2. Objetivos específicos 
 

• Identificar genes candidatos asociados a la resistencia de P. infestans. 

• Realizar el tamizado de papas nativas peruanas posiblemente tolerantes a P. 

infestans.  
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 
 

2.1 Generalidades del género Solanum L. 

Solanum L. tiene una estimación de 1500 especies que lo conforman  y es uno de los 

géneros más grandes de plantas con flores (Frodin, 2004 ;citado por  Särkinen et al., 2015). 

Este género tiene a las especies cultivadas más importantes a nivel mundial como el tomate 

(S. lycopersicum L.), la berenjena (S. melongena L.) y la papa (S. tuberosum L.) pero 

también puede considerarse importante de manera regional al pepino (S. muricatum Aiton) 

y a la naranjilla (S. quitoense Lam.).  

Aun siendo de gran importancia económica, el género Solanum tiene una taxonomía 

incompleta, pero llega a ser uno de los diez más variados. En los Andes tropicales se 

intensifica la falta de orden en clasificación debido a que se encuentra la mayoría de las 

especies de manera muy distribuida y la gran cantidad de distintos nombres publicados ha 

hecho más complicada la labor taxonómica del mismo (Knapp 2002;Jørgensen et al., 

2011). 

 

2.2 Taxonomía 

 En Solanum las especies tienen diversos tipos de hábito, desde hierbas hasta árboles de 

gran porte; pueden ser inermes o armadas con espinas o aguijones. En general, este género 

es conocido por la corola esteliforme, pentagonal, anteras conniventes, dehiscentes por 

poros apicales y el fruto en baya. En un contexto más práctico, si las hojas de estas plantas 

fueran estrujadas tendrían olor a papa cruda (Nee, 1999 citado por Granados-Tochoy y 

Orozco-P, 2005). 

 El número básico de cromosomas en papa es de x=12 y es poliploide con variantes de 2n= 

24, 36, 48, 60 y 72. Al parecer la manera evolutiva de esta especie se realizó a nivel diploide 

(Ross, 1986).  Solanum tuberosum (2n=4x=48) es la especie que cubre el 98% de la 

superficie a nivel global con las subespecies tuberosum y andigena que están adaptadas a 

latitudes de 25° a 50° S ó N y a fotoperiodo largo en el primer caso, mientras que en la 

segunda subespecie se adapta al rango que va desde 0° a 20° S ó N de día corto.   
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Tabla 1: Clasificación taxonómica de S. tuberosum. 
 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Subclase Asteridae 

Orden Solanales 

Familia Solanaceae 

Género Solanum 

Especie Tuberosum 
Fuente: (Bodega, 2010) 

 

 

  2.3. Importancia agrícola de las papas nativas en el Perú 

Según el IV Censo Nacional Agropecuario (2012), en el Perú, el cultivo de papa es el 

sustento de más de 710 mil familias afincadas predominantemente en zonas andinas del país. 

La superficie cosechada de este cultivo en el año 2016 fue de 311.2 mil hectáreas a nivel 

nacional, convirtiéndose en el segundo producto más importante de la agricultura del país, 

siendo solamente superado por el arroz. Se estima que en el 2016 se generaron 33,4 millones 

de jornales que representan alrededor del 4% del PBI agrícola. Además, el CENSO menciona 

que Perú usa 633 923 unidades agrarias (UA) (ó 47 248 ha) para el cultivo de alguna variedad 

de papa, pero 200 300 UA se destinan a la producción de papa nativa. (MINAGRI, 2018). 

Según Egúsquiza (2014), las papas nativas son las cultivadas por agricultores tradicionales 

que han seleccionado distintas variedades de esta especie desde los inicios de la agricultura 

en su entorno. En las comunidades campesinas existen mezclas de siembra de variedades a 

una altitud de 3200 m.s.n.m. Esta es una estrategia a manera de contrarrestar la dispersión 

de plagas y enfermedades con el objetivo de tener una buena producción de alimentos por si 

se diera el caso de la aparición de sequías, heladas, etc. Además, mediante distintas formas 

de preservar este cultivo se ha logrado la revaloración y posterior conservación de las 

distintas variedades con características físicas y genéticas propias debido a la gran 

variabilidad de esta especie.     
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 2.4. Botánica y descripción botánica 

La Figura 1. representa la morfología de S. tuberosum y según Inostroza et al. (s. f.), las 

características más sobresalientes de las partes de la planta de papa son: 

 

a) Raíz 

El desarrollo de la planta está basado en la siembra de tubérculos. El crecimiento 

originado del tubérculo primero forma raíces adventicias en la base de cada brote y 

posteriormente las forma encima de los nudos en la parte subterránea de cada tallo.  

La papa tiene un sistema radicular débil por lo que se necesita de suelo en muy buenas 

condiciones físicas y químicas para un mejor desarrollo ya que crece de forma delicada 

y superficial. 

  

b) Tallo 

Los tallos subterráneos cuentan con estolones y tubérculos, así las plantas que 

provienen de tubérculo-semilla pueden desarrollar varios tallos.  

Con respecto a las formas, estos pueden ser angulares o circulares. Los tallos generados 

son de color verde y algunas veces de otras tonalidades como marrón rojizo o morado.  

Las yemas que se forman en las axilas de las hojas pueden formar tallos laterales, 

estolones, inflorescencias y tubérculos aéreos en algunos casos.  

 

c) Estolones   

Los estolones son tallos laterales que crecen horizontalmente por debajo del suelo  

a partir de yemas de la parte subterránea de los tallos. Debido a que los estolones largos 

son comunes en los cultivos nativos o papas silvestres, el mejoramiento de la papa tiene 

como uno de los objetivos tener estolones cortos.  

Los tubérculos pueden ser formados mediante el agrandamiento del extremo terminal 

del estolón, pero si éste no es cubierto por el suelo, puede desarrollarse como tallo aéreo 

menos vigoroso. 

 

d) Tubérculos 

 Son tallos modificados y constituye uno de los principales órganos de almacenamiento 

de fotosintatos por este cultivo. Los “ojos” se distribuyen sobre el tubérculo en espiral 

y cada uno tiene varias yemas. 
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e) Brotes  

Crecen de las yemas que se encuentran en los ojos del tubérculo y una característica 

varietal importante se interpreta en el color. Cuando los brotes blancos se exponen 

indirectamente a la luz se tornan verdes. 

El extremo apical del brote da origen a las hojas y representa una parte del tallo donde 

tiene lugar el crecimiento de este.  

 

f) Hojas 

Distribuidas en espiral sobre el tallo y tienen un raquis central con varios folíolos. Cada 

foliolo puede estar unido al raquis por un pequeño peciolo llamado peciólulo o puede 

ser un foliolo sésil unido directamente al raquis. El tipo de inserción del peciolo puede 

extenderse hacia abajo, las alas o costillas del tallo. 

 

g) Inflorescencia, flor  

Dos ramas dividen el pedúnculo, y éstas a la vez se subdividen en otras dos ramas las 

cuales definen a una inflorescencia denominada “cimosa”. Las ramas de las 

inflorescencias originan a los pedicelos en cuyas puntas superiores se encuentran los 

cálices.  

Las flores de papa son bisexuales, es decir, tienen ambos sexos y poseen cáliz, corola, 

estambres y pistilo. 

 

h) Fruto y semilla  

El fruto es esférico, pero puede ser ovoide o cónico en algunas variedades. Comúnmente 

es de color verde y tiene aproximadamente 200 semillas de acuerdo con la fertilidad de 

cada cultivar. 

 El ovario se desarrolla para convertirse en baya con numerosas semillas luego de ser 

fertilizado. Las semillas están envueltas en una capa llamada testa usada para proteger 

al embrión y un tejido nutritivo de reserva llamado endospermo. 
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Figura  1:  Planta de Solanum tuberosum. 
Fuente: CIP (s.f) 

 

2.5. Fenología  

Según la escala BBCH (Bleiholder et al., 2001) se hace una descripción breve del 

crecimiento y desarrollo del cultivo: 

Estadío principal 0. Germinación/ Brotación: Los brotes del tubérculo semilla se 

desarrollan y forma raíces y tallos que crecen hasta traspasar la superficie del suelo.  

Estadío principal 1. Desarrollo de las hojas: Las primeras hojas comienzan a alargarse. 

Estadío principal 2. Formación de los brotes laterales: Los brotes basales y laterales se van 

haciendo visibles. 

Estadío principal 3. Crecimiento longitudinal (brotes principales): Comienza la cobertura 

del cultivo.  

Estadío principal 4. Desarrollo de las partes vegetativas cosechables: Comienzo de la 

formación de tubérculos con las puntas del primer estolón hinchadas dos veces el diámetro 

del resto del estolón. A lo largo del tiempo se debe de llegar al desarrollo de un 95% de 

tubérculos.  
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Estadío principal 5. Aparición del órgano floral: Botones florales de las inflorescencias 

visibles, pétalos de las flores visibles por encima de los sépalos y finalmente desarrollo de 

la inflorescencia de grado “n”. 

Estadío principal 6. Floración: Apertura de flores en orden de secuencia. 

Estadío principal 7. Formación del fruto: Desarrollo de primeras bayas visibles hasta la 

fructificación de un tamaño final.  

Estadío principal 8. Maduración de frutos y semillas: Bayas maduras y semillas en el 

interior.  

Estadío principal 9. Senescencia: Amarillamiento de las hojas. Posteriormente, tallos secos 

y blanquecinos que dan la señal de cosecha.  

 

2.6. Antecedentes de especies nativas en el Perú 

Según la lista previa hecha por Brako & Zarucchi  (1993) citados por Särkinen et al. (2015)  

en Perú se registran 301 especies silvestes y 102 de ellas (lo que representa un 34%) fueron 

denominadas como endémicas en el Libro Rojo del Perú (Knapp et al., 2007). Muchas 

colecciones adicionales están ya disponibles en los herbarios de todo el Perú para permitir 

una mejor estimación de la diversidad y distribución de las especies de Solanum en el país 

(Särkinen et al., 2015). 

 

 2.7.  Diversidad de papas nativas en Perú 

Según INIA solamente en Perú se encuentran más de 3000 cultivares de papas nativas de 

alta calidad empleadas en la agricultura de la región andina, dinamizando la economía de la 

agricultura familiar y abasteciendo las cosechas a todos los mercados de todo el país. De otro 

lado, el CIP (Centro Internacional de la Papa) mantiene en custodia 2700 variedades nativas 

como base para la generación de otras nuevas mejoradas nutricionalmente por ejemplo. 

Hay una gran correlación entre la riqueza de especies y la densidad de la colección 

(númerode especies/km2). En el Perú se identificaron cinco centros de diversidad de 

especies: (1) muy al norte de Cajamarca y Amazonas, (2) alrededores de Cajamarca, (3) La 

Divisoria (Huánuco) y Oxapampa (Pasco). (4) Cusco y (5) sierra al este de Lima. La 

diversidad más alta está presente a lo largo de las laderas orientales de la Cordillera Oriental. 
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2.7.1. Centro de origen-diversidad  

      Las papas silvestres (Solanum sección Petota) pueden crecer en zonas que abarcan desde el 

Suroeste de los Estados Unidos de Norteamérica hasta el sur de Chile. La mayoría de las 

especies crecen en los Andes (D.M. Spooner et al., 2004). El origen de las papas silvestres  

está sujeto a discusión ya que según Hawkes (1990), se originaron en Norte y Centro 

América como especies diploides y de genoma tipo B, las cuales migraron a América del 

Sur donde se evolucionó al genoma tipo A. Sin embargo, Simon et al. (2011) manejan la 

hipótesis de que Solanum sección Petota apareció en América del Sur por la razón de que el 

grupo hermano silvestre de las papas silvestres (Solanum sección Lycopersicon y Solanum 

sección Juglandifolium) tienen una distribución geográfica en América del Sur.  

 

2.8.  Marcadores moleculares utilizados en Papa (S. tuberosum)  

Los marcadores moleculares representan nuevas herramientas poderosas para reinvestigar 

hipótesis de hibridación. Una forma de usarlos es para buscar aditividad de marcadores 

moleculares específicos-parentales en los híbridos. La utilidad del método depende de 

descubrir marcadores específicos de especies, aunque esto puede ser difícil porque muchos 

híbridos están entre taxas muy relacionadas que no han divergido lo suficiente para haber 

formado marcadores específicos (David M. Spooner, van den Berg, Bryan, & del Rio, 2003). 

Sin embargo, puede darse el caso de que el uso de este método disminuya debido al tiempo 

de divergencia, como lo mostraron Song et al. (1995) con la gran pérdida de marcadores y 

nuevos candidatos de los mismos para aparecer en sólo la generación F5 de un híbrido 

artificial interespecífico de Brassica. Por lo tanto, se puede considerar el hecho de que los 

marcadores de ambos parentales pueden ser disruptivos a través de la recombinación y 

también puedan mutar con el tiempo. 

 

2.9. Estudio de S. tuberosum secc. Petota 

La papa y los pacientes silvestres de Solanum L. sección Petota Dumort., están distribuidos 

desde el Suroeste de Estados Unidos hasta el Sudeste de Chile con amplia concentración de 

diversidad en los Andes. Esta sección presenta muchos desafíos para los taxónomos 

surgiendo desde la similitud de las especies, plasticidad fenotípica, rango de niveles de 

ploidía desde los diploides hasta los hexaploides, especiación híbrida e introgresión (David 

M. Spooner et al., 2003).  
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Hawkes (1990) reconoció 232 especies, repartidas en 21 series (éstas son elegidas por los 

taxónomos debido a grandes diferencias entre ellas). Después, se actualizaron a 196 especies 

silvestres y 7 especies cultivadas considerando cambios taxonómicos (nuevas descripciones 

de especies y algunos sinónimos) realizados desde 1990 (D.M. Spooner & Hijmans, 2001). 

 

2.9.1.  Genoma de S. tuberosum secc. Petota  

Estudios llevados a cabo anteriormente reconocen a la sección Petota como un grupo 

monofilético pero existen tantos tratamientos taxonómicos distintos que difieren muy 

ampliamente en sus hipótesis sobre el número de especies y la afiliación a las series (por 

ejemplo: Correll 1962; Hawkes 1990; Ochoa 1999) generando confusión entre los usuarios 

en cuanto a la mejor taxonomía a usar así como la confiabilidad de la misma si es que se 

eligiera alguna (David M. Spooner et al., 2003). Los datos de los sitios de restricción de 

cloroplastos en el ADN (Rodríguez and Spooner 1997; Spooner and Castillo, 1997; Castillo 

and Spooner 1997 citados por (Spooner et al. 2003) han sugerido que las 21 series de Hawkes 

(1990) no son grupos naturales, pero respaldan sólo 4 ramas del árbol filogenético (clados). 

Alrededor de 20% de aproximadamente 200 especies silvestres son de origen híbrido 

poliploide (Spooner and van den Berg, 1992). 

 

2.10. Phytophthora infestans (Mont.) de Bary  

  Según Fry et al. (1993), este género fue descrito por Antón de Bary en 1878 y Phytophthora 

infestans (Mont.) de Bary fue utilizada como especie tipo, es decir, ejemplar de una especie 

cuya descripción se ha validado en alguna publicación que corroboró el nombre científico 

de la misma.  

 Actualmente, el análisis molecular de ARN ribosómico y datos estructurales de la pared 

celular incluye al género Phytophthora dentro del reino Cromista (Stramenophila) y se 

relaciona filogenéticamente con algas pardas y diatomeas (Bonierbale, Haan, & Forbes, 

2010). Además, este patógeno perteneciente a la clase Oomycete, es diferente a los hongos 

verdaderos por tres factores que incluyen: Pared celular compuesta de β-glucanos, ya que 

los hongos tienen quitina; no síntesis de esteroles y la fase zoospórica en el ciclo de vida 

(Bartnicki-Garcia y Wang (1983) citados por Dean et al (2014).  Para finalizar, los oomicetos 

producen esporas sexuales esféricas, también llamadas oosporas, con multipared que permite 

sobrevivir ante condiciones adversas del ambiente (Judelson, 2014).  La clasificación 
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taxonómica de Phytophthora ha evolucionado desde esquemas fundados en morfología hasta 

clados filogenéticos basados en marcadores moleculares identificados de proyectos de 

secuenciamiento (Blair, Coffey, Park, Geiser, & Kang, 2008).  A continuación, la Tabla 2 

presenta la clasificación taxonómica de la especie:  

 

Tabla 2: Clasificación taxonómica de P. infestans 

        

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fuente: (Raven et al. 1999; Evert y Eichhorm, 1999; Erwin y Ribeiro, 1996) 

 

2.10.1. Ciclo de vida de la enfermedad  

El patógeno tiene un ciclo de vida sexual y otro predominantemente asexual que incluye la 

formación de esporangios. En la naturaleza, el crecimiento inicia cuando los esporangios se 

mueven a través del viento o el agua hacia un nuevo hospedante, a su vez, éstos pueden 

extender  los tubos germinativos directamente, aunque lo más común es la germinación 

indirecta de estas esporas multinucleadas cuyo interior  tiene cerca de 8 zoosporas 

mononucleadas que son liberadas al ambiente (Judelson & Blanco, 2005). 

Según Latijnhouwers y Govers (2003), la liberación de las zoosporas típicamente ocurre 

dentro de una o dos horas después de que el esporangio esté ubicado en una superficie fría y 

húmeda, una situación común a tempranas horas del día. Las zoosporas son biflageladas y 

poseen quimiotaxis, que es un tipo de fenómeno por el cual las bacterias u otros organismos 

uni o pluricelulares dirigen sus movimientos de acuerdo a las concentraciones de sustancias 

químicas en su entorno.   

REINO: Cromista (grupo Stramenophyle) 

PHYLUM: Oomycota 

  CLASE: Oomycete 

    SUBCLASE: Peronosporomycetidae 

      ORDEN: Phytiales 

        FAMILIA: Phytiaceae 

          GÉNERO: Phytophthora 

              ESPECIE: infestans 
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a) Ciclo asexual  

El ciclo asexual sólo tiene un tipo de apareamiento. Una cepa que se reproduce produce un 

conjunto de aislados conocidos como linajes clonales. En este caso, el tipo de variabilidad 

se originaría por mutación al no haber recombinación meiótica (Fry, 2008). La reproducción 

descrita se da a través de esporangios, zoosporas e hifas. Las zoosporas son formadas dentro 

del esporangio y son estructuras hialinas con morfología limoniforme, que contiene de 6 a 

10 núcleos en su interior. El tamaño varía de 36x22 μm a 29x19 μm, y son liberadas en la 

ruptura de la pared esporangial. Posteriormente, son dispersadas por el viento lo que permite 

que alcancen tejidos de las plantas huéspedes y germinan cuando hay condiciones favorables 

en el ambiente (Forbes et al., 2008).  

Cuando hay agua, las zoosporas nadan en busca de lugares sólidos en donde puedan 

enquistarse para desarrollar el tubo germinativo y penetrar la hoja por los estomas o en caso 

contrario, forman apresorios cuyas hifas de penetración ingresan a través de la cutícula. 

Ya dentro de la planta el micelio se desarrolla intercelularmente con la formación de 

haustorios (Jaramillo, 2003) .Luego de 10 días de infección los esporangios emergen por los 

estomas de la planta huésped. 

 

b) Ciclo sexual  

Ya que P. infestans es una especie heterotálica necesita dos tipos de apareamiento (A1 y 

A2), así que demanda de la coexistencia tanto en espacio como en tiempo para que pueda 

producirse la reproducción sexual.  

Aunque suceda lo anterior, la diferencia entre ambos grupos no radica en un dimorfismo 

sexual, ya que ambos tipos presentan órganos reproductores tanto masculinos como 

femeninos en el mismo individuo pero radica mucho en la autoincompatibilidad de éstos y 

en el requerimiento de una estimulación hormonal de un tipo de apareamiento opuesto para 

que se pueda dar ese tipo de reproducción (Forbes et al., 2008). 

Según Smart, Sandrock, & Fry (2000), la meiosis ocurre justo antes del desarrollo de los 

gametangios, en donde se representa el único estado haploide del ciclo de vida de este 

organismo. La cariogamia se da entre dos núcleos haploides que forman una oospora 

diploide de paredes gruesas con un solo núcleo y todo en conjunto forma una estructura de 

supervivencia para temporadas frías en las zonas templadas. 

Los ciclos descritos anteriormente son representados en la Figura 2.  
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Figura  2: Ciclo sexual y asexual del tizón tardío. 

Fuente: Piepenbring (2015)n uy 

 

2.10.2. Agresividad de la enfermedad  

 La agresividad es definida como la habilidad total del patógeno para atacar a su planta 

hospedera (Cooke & Deahl, 1998). Las aptitudes predictivas de un patógeno pueden ser 

estimadas usando una sola generación de medidas de “componentes de capacidad” como el 

periodo latente de eficiencia de infección (Antonovics & Alexander, 1989). De otro lado, 

otros estudios según Colon & Budding (1988)  están más relacionados a componentes de 

resistencia.  

 Los hospederos pueden crecer en un rango de altura dentro de 1200 y 4000 m.s.n.m. en una 

variedad de ambientes y microclimas. Las especies que tienen tubérculos, como S. 

tuberosum, son generalmente atacados en sus hábitats naturales por la línea clonal EC-1 

(Adler et al., 2004). Aunque hay similaridad genética aparente entre colecciones aisladas de 

P. infestans en hospedantes como papas nativas, permanece aún sin aclarar si las diferencias 

entre la agresividad y la adaptación de las especies hospedantes podrían existir en este grupo. 

Las diferencias en la agresividad o aptitud de la enfermedad en especies hospedantes 

particulares pueden ser consideradas como indicadores más precisos de especificidad de los 

mismos (Suassuna, Maffia, & Mizubuti, 2004). 

Pocos estudios epidemiológicos que involucraron muestras aisladas han sido realizados en 

especies nativas de papa (Garry et al., 2005). Además, se tiene evidencia de la especificidad 
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del hospedante de poblaciones de P. infestans atacando varias especies no tuberizantes en 

Solanum (Oyarzun, Pozo, Ordoñez, Doucett, & Forbes, 1998). Aún hay poca información 

de la especificidad del hospedante en las poblaciones del patógeno atacando especies nativas 

de Solanum.   

Muchas especies nativas de Solanum han sido usados como fuente de resistencia a 

P.infestans en los programas de mejoramiento (Tazelaar, 1981). Si las especies nativas son 

cruzadas con las papas cultivadas y cada grupo parental tiene diferentes poblaciones de 

patógenos, la progenie podría segregar para un factor de especificidad del hospedante en 

donde algunos genotipos serían resistentes a una sola población del patógeno. 

 

2.10.3. Interacción hospedante-patógeno 

Los hongos pueden directamente entrar a las células epidermales de la planta o extender 

hifas en la superficie, entre o a través de las mismas. Los hongos simbióticos, patógenos y 

oomicetos pueden invaginar estructuras de alimentación (haustorios) dentro del plasma de 

la membrana de la célula hospedera. Los plasmas de las membranas haustoriales, la matriz 

extracelular y las membranas plasmáticas del hospedero forman una interfase íntima en la 

cual el resultado de la interacción es determinado. Todas estas diversas clases de patógenos 

conducen moléculas efectoras (factores de virulencia) en las células de las plantas para 

mejorar la aptitud microbial (Dangl & Jones, 2001).   

Las plantas, a diferencia de los animales, carecen de células defensoras y de un sistema 

somático inmune adaptativo. Por lo tanto, ellas poseen en la inmunidad innata de las células 

y en señales sistémicas emanadas desde los sitios de infección (Ausubel, 2001). En estudios 

previos, ya se tienen diversidad de proteínas resistentes a enfermedades (R), polimorfismo 

en el loci R en especies nativas y falta de resistencia en el campo sucesivamente y la cadena 

de respuestas celulares que seguían de la activación de la proteína R (Chisholm, Coaker, 

Day, & Staskawicz, 2006). 

 

2.10.4. Modelo zigzag de la reacción del sistema inmune de la planta     

Según Jones & Dangl (2006), el modelo zigzag explica la resistencia cuantitativa del sistema 

inmune de las plantas. En este caso, la última amplitud de la resistencia o susceptibilidad de 

la enfermedad es proporcional a (PTI-ETS+ETI) como se muestra en la imagen la Figura 3.  
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Figura  3: Modelo zigzag de la reacción del sistema inmune de la planta  

Fuente: Jones & Dangl (2006) 

 

Por lo tanto en la fase 1, las plantas detectan patrones moleculares asociados a microbios o 

patógenos (PAMPs) vía patrones receptores de reconocimiento (PRRs) con el fin de 

provocar la inmunidad activada por PAMPs (PTI). En la fase 2, los patógenos dirigen 

exitosamente a sus efectores que interfieren con PTI o de otra manera habilitan la nutrición 

y dispersión del patógeno resultando en la susceptibilidad activada por el efector (ETS). En 

la fase 3, un efector (indicado en rojo) es reconocido por una proteína NB-LRR para producir 

la activación de la inmunidad por los efectores (ETI), una versión amplificada de PTI que 

usualmente en lo sucesivo pasa por inducción a la hipersensibilidad (HR) de la muerte 

celular. Por último, en la fase 4, se seleccionan los patógenos aislados que han perdido sus 

efectores (marcados en rojo) pero tal vez ganaron nuevos efectores a través del flujo genético 

horizontal (en azul) los cuales pueden ayudar al patógeno a suprimir el ETI. La selección 

favorece a los alelos NB-LRR de las nuevas plantas que pueden reconocer uno de los 

recientes efectores adquiridos, resultando otra vez en ETI.  

 

2.10.5. 2.10.5. Identificación de genes resistentes a P. infestans en S. tuberosum 

a) Genes R 

Genes únicos para la resistencia al tizón tardío (Genes “R”) fueron descubiertos hace casi 

100 años en S. demissum, una especie nativa de México. Sin embargo, la introgresión de los 

genes R dieron resistencia específica de razas en los cultivares híbridos de papa generando 
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solo resistencia transitoria a P. infestans., como nuevas razas rápidamente superaron la 

resistencia mediada por los genes R (Fry & Goodwin, 1997). Estos genes se muestran en las 

Tablas 3 y 4.  

 

b) Genes cuantitativos 

La resistencia cuantitativa o resistencia de campo al tizón tardío también ha sido identificada 

en especies nativas (Ross, 1986). Esta resistencia es mejor y más duradera que las mediadas 

por los genes R pero es difícil de llevar entre variedades cultivadas por cruzamiento o 

selección fenotípica.  

Muchos genes de resistencia se originaron de la introgresión de S. demissum, S. 

bulbocastanum y S. berthaultii y han sido encontrados en los cromosomas de la papa usando 

marcadores de ADN (Ballvora et al., 2002). Sin embargo, en el nuevo milenio se han 

reportado otras fuentes de resistencia en las siguientes especies: S. acaule (4x/2EBN), S. 

ajanhuiri (2x/2EBN), S. alandiae (2x/2EBN), S. astleyi (2x/2EBN), S. avilesi (2x/2EBN), S. 

berthaultii (2x/2EBN), S. bolivense (2x/2EBN), S. brachistotrichum (2x/1EBN), S. 

brachycarpum (6x/4EBN), S. bulbocastanum, S. capsicibaccatum (2x/1EBN), S. caripense 

(2x), S. cardiophyllum (2x, 3x/1EBN), S. chacoense (2x/2EBN), S. circaeifolium spp. 

quimense (2x/1EBN), S. commersonii (2x/1EBN) (Tabla 3). 

 

Tabla 3: Genes de Resistencia ( R ) y genes QTL identificados en varias especies de Solanum. 

Especie Cromosoma Resistente/R 

gen /QTL 

Referencias 

S. acaule (4x/2EBN) - Resistant Budin (2002) 

S. ajanhuiri (2x/2EBN) - Resistant Gabriel et al. (2007) 

S. alandiae (2x/2EBN) - Resistant Bradshaw and Ramsay (2005) 

S. astleyi (2x/2EBN) - Resistant Galarreta et al. (1998) 

S. avilesi (2x/2EBN) 11 Rpi-avl1 Verzaux (2010) 

S. berthaultii (2x/2EBN) 10  Rpi-ber1and 

Rpi-ber2 

Rauscher et al. (2006); Park et al. 

(2009a) 

S. bolivense (2x/2EBN) - Resistant Budin (2002) 

S. brachistotrichum (2x/1EBN) 4 Rpi-bst1 Hein et al. (2009) 

S. brachycarpum (6x/4EBN) - Resistant Budin (2002) 

S. bulbocastanum 8 (Rpi-blb1 and   

Rpi-bt1), 

6 (Rpi-blb2), and 

4 (Rpi-blb3 and 

 Rpi-abpt) 

RB/Rpi-blb1, 

Rpi-blb2, 

Rpi-blb3, 

Rpi-abpt 

and Rpi-bt1 

Naess et al. (2000); van der Vossen 

et al. (2003, 2005); Park et al. 

(2005a, b); Lokossou et al. (2009); 

Oosumi et al. (2009) 

S. capsicibaccatum (2x/1EBN) 11 Rpi-cap1 Jacobs et al. (2010) 

S. caripense (2x)* 9 - Nakitandwe et al. (2007) 

S. cardiophyllum (2x, 3x/1EBN) - Resistant Thieme et al. (2010) 
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S. chacoense (2x/2EBN) - Pi_QTL Bradshaw and Ramsay (2005) 

S. circaeifolium spp. quimense (2x/1EBN) 11 Rpi-qum1 Verzaux (2010) 

S. commersonii (2x/1EBN) - Resistant Bradshaw and Ramsay (2005) 

S. demissum (6x/4EBN) 5 (R1), 

4 (R2 and Rpi-dmsf1), 

11 (R3-R11 except R8), 

9 (R8) 

R1, R2, R3 

(R3 & R3b), 

R4, R5, R6, 

R7, R8, R9, 

R10, R11 and 

Rpi-dmsf1 

Huang et al. (2005); Bradshaw et al. 

(2006b, c); 

Hein et al. (2009); 

Vleeshouwers et al. (2011); 

Jo et al. (2011) 

S. dulcamara (2x)* 9 Rpi-dlc1 Golas et al. (2010) 

S. edinense (5x)* 4 Rpi-edn1.1 Champouret (2010) 

S. fendleri (4x/2EBN) - Resistant Bradshaw and Ramsay (2005) 

S. hjertingii (4x/2EBN) 4 Rpi-hjt1.1, 

Rpi-hjt1.2 

and Rpi-hjt1.3 

Champouret (2010) 

S. hougasii (6x/4EBN) - Resistant Bradshaw and Ramsay (2005) 

S. iopetalum (6x/4EBN) - Resistant Bradshaw and Ramsay (2005) 

S. juzepczukii (3x)* - Resistant Gabriel et al. (2007) 

S. kurtzianum (2x/2EBN) - Pi_QTL Budin (2002) 

S. leptophyes (2x/2EBN); (4x/4EBN) - Resistant Budin (2002) 

S. megistacrolobum (2x/2EBN) - Resistant Budin (2002) 

S. michoacanum (2x)* - Resistant Szczerbakowa et al. (2010) 

S. microdontum (2x/2EBN), 3x 4 Rpi-mcd1 Tan (2008) 

S. mochiquense (2x/1EBN) 9 Rpi-mcq1 Smilde et al. (2005) 

S. nigrum (2x)* - Resistant Lebecka (2009) 

    

S. papita (4x/2EBN) 8 Rpi-pta1 

and Rpi-pta2 

Vleeshouwers et al. (2008), 

Wang et al. (2008) 

S. paucissectum (2x/2EBN) 10, 11 and 12 QTLpcs10, 

QTLpcs11, 

QTLpcs12 

Villamon et al. (2005) 

S. phureja (2x/2EBN) 9 Rpi-phu1 Sliwka et al. (2006) 

S. pinnatisectum (2x/1EBN) 7 Rpi-pnt1 Kuhl et al. (2001) 

S. polyadenium (2x/1EBN) - Resistant Budin (2002) 

S. polytrichon (4x/2EBN) 8 Rpi-plt1 Wang et al. (2008) 

S. raphanifolium (2x/2EBN) - Resistant Galarreta et al. (1998) 

S. sanctae-rosae (2x/2EBN) - Resistant Budin (2002) 

S. schenckii (6x/4EBN) 4 Rpi-snk1.1 

and Rpi-snk1.2 

Jacobs et al. (2010); Champouret 

(2010) 

S. sparcipilum (2x/2EBN) 10 Pi_QTL Danan et al. (2009) 

S. spegazzini (2x/2EBN) 10 Pi_QTL Danan et al. (2009) 

S. stenotomum (2x/2EBN) - Pi_QTL Gabriel et al. (2007) 

S. stoloniferum (4x/2EBN) 8 (Rpi-sto1) 

and 

11 (Rpi-sto2) 

Rpi-sto1 and 

Rpi-sto2 

Champouret (2010); Wang et al. 

(2008); Vleeshouwers et al. 

(2008, 2011) 

S. sucrense (4x/4EBN) - Resistant Gabriel et al. (2007) 

S. tarijense (2x/2EBN) - Pi_QTL Budin (2002) 

S. tarnii (2x/2EBN) - Resistant Thieme et al. (2008) 

S. toralapanum (2x)* - Resistant Budin (2002) 

S. trifidum (2x/1EBN) - Resistant Budin (2002) 

S. tuberosum subsp. tuberosum 

(4x/4EBN) 

3–6, 8, 9 and 

11 

Pi_QTL Costanzo et al. (2005); 

Bradshaw et al. (2006a) 

S. tuberosum subsp. andigena 

(4x/4EBN) 

- Pi_QTL Gabriel et al. (2007) 

S. venturii (2x/2EBN) 9 Rpi-vnt1.1, 

Rpi-vnt1.2 

and Rpi-vnt1.3 

Foster et al. (2009); Pel et al. (2009) 

S. vernei (2x/2EBN) - Pi_QTL Budin (2002) 

S. verrucosum (2x/2EBN) 6 Rpi-ver1 Jacobs et al. (2010) 

S. vigultorum (2x)* - Resistant Galarreta et al. (1998) 

Unknown 4 R2-like Lokossou et al. (2009) 

S. phureja x  S. stenotomum 3, 5, 11 and 12 QTL_phu-stn Wickramasinghe et al. (2009); 

Costanzo et al. (2005) 

S. tuberosum ssp. andigena x S. 

phureja x 

S. stenotomun x S. acaule x 

2, 7, 9 and 12 Pi_QTL 

 

Li et al. (2012) 
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Fuente: Tiwari et al. (2013)  

CAPS, cleaved amplified polymorphic sequence; MAS, marker-assisted selection; NBS, nucleotide-binding site; SCAR, sequence-
characterized amplified region; QTL, quantitative trait loci. 

 
 

Tabla 4: Genes de Resistencia ( R ) y genes QTL identificados en varias especies de 

Solanum. 
 

Cromosoma Genes R Especies de Solanum 

IV R2 S. demissum 

Rpi_edn1.1, Rpi_edn1.2 S. × edinense 

Rpi_snk1.1, Rpi_hjt1.1, Rpi_hjt1.2, 

Rpi_hjt1.3 

S. schenckii x S. hjertingii 

R2_like, Rpi_abpt ? 

Rpi_blb3 S. bulbocastanum 

Rpi_blb3 S. microdontum 

V R1 S. demissum 

VI Rpi_blb2 S. bulbocastanum 

VIII RB/Rpi_blb1 S. bulbocastanum 

Rpi_sto1, Rpi_pto1 S. stoloniferum = S. papita 

Rpi_bt1 S. bulbocastanum 

? RBver S. verrucosum 

IX Rpi_vnt1.1, Rpi_vnt1.2, Rpi_vnt1.3 S. venturii 

R8, Rpi_Smira2 S. demissum, cv. Sarpo Mira 

R9a, Rpi_edn1.2 S. demissum, S. × edinense 

R9b S. demissum 

XI R3a S. demissum 

Rpi_sto2 S. stoloniferum 

R3b S. demissum 

Rpi_Smira1 S. demissum, cv. Sarpo Mira 

XII R4Ma, R4B S. demissum 

Fuente: Khavkin (2015) 

 

  

S. bulbocastanum 

S. tuberosum ssp. tuberosum x S. 

chacoense x 

S. kurtzianum x S. stenotomum x S. vernei 

1 to 12 Pi_QTL Oberhagemann et al. (1999) 

S. tuberosum ssp. tuberosum x S. 

chacoense x 

S. verrucosum x S. microdontum x 

S. gourlayi (2x/2EBN; 4x/4EBN) x 

S. yungasense (2x, 3x)* 

3, 4, 5 and 10 

 

 

Pi_QTL _ Sliwka et al. (2007) 
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Selección Asistida por marcadores moleculares (MAS) 

Hasta la fecha muchos marcadores han sido mapeados en papa 

(http://solgenomics.net/breeders/index.pl and Hirsch et al. (2014)), pero relativamente pocos 

han sido exitosamente utilizados en programas MAS (marker-assisted selection), 

probablemente debido al genoma altamente heterogéneo de la papa. En las tablas 5 y 6 se 

presentan marcadores que han sido utilizados efectivamente para identificar los rasgos de 

interés en papa.   



 

Tabla 5: Marcadores que han sido utilizados exitosamente en estudios para la identificación de genes de resistencia a P. infestans en papa. 

 

Gen Chr. Especie/ variedad de papa 
Nombre del 

marcador 
Tipo de marcador Resistencia Referencia 

RB VIII 
S. tuberosum = S. bulbocastanum somatic 

hybrids 
RB PCR basal 

P. infestans (resistance 

to all races of P. 

infestans) 

(Colton et al. 2006) 

Unk VI S. tuberosum with S. vernei GP 76 CAPS P.infestans 
(Gebhardt et al. 2004; Oberhagemann 

et al. 1999) 
Unk unk S. tuberosum NBS2_8 NBS P.infestans (Gebhardt 2011; Malosetti et al. 2007) 
Unk unk S. tuberosum NBS5a6_10 NBS P.infestans (Gebhardt 2011; Malosetti et al. 2007) 

Rpi-smira1 XI S. tuberosum 45/X1 PCR P.infestans (Tomczyńska et al. 2014) 
R1 V S. tuberosum AFLP1 AFLP P.infestans (Kuhl 2011; Meksem et al. 1995) 
R1 V S. tuberosum AFLP2 AFLP P.infestans (Meksem et al. 1995) 
R1 V S. tuberosum GP21 RFLP P.infestans (Leonards-Schippers et al. 1992) 
R1 V S. tuberosum BA47f2 PCR based P.infestans (Gebhardt et al. 2004) 

R1 V S. tuberosum R11400 PCR based P.infestans 
(Ballvora et al. 2002; Gebhardt et al. 2004; 

Mori et al. 2011) 

R1 V S. tuberosum R11800 PCR based P.infestans 
(Ballvora et al. 2002; Gebhardt et al. 2004; 

Mori et al. 2011) 
R2 IV S. tuberosum R2-800 PCR based P.infestans (Mori et al. 2011) 

R2 IV S. tuberosum 

ACC/CAT-535, 

ACT/CAC-189, 

AGC/CCA-369 
AFLP P.infestans (Li et al. 1998) 

R3 XI S. tuberosum 
TG105a, GP185, 

GP250(a) RFLP P.infestans (El-Kharbotly et al. 1994) 

R6, R7 XI S. tuberosum 185(a), GP250(a) RFLP P.infestans (El-Kharbotly et al. 1996) 
Resistance 

hotspot V S. tuberosum GP179 PCR based P.infestans (Gebhardt et al. 2004; Meksemet al. 1995) 

Resistance 

hotspot V S. tuberosum CosA PCR based P.infestans (Gebhardt et al. 2004) 

Rpi-ber X S. berthaultii mCT240 ESTS P.infestans (Rauscher et al. 2006) 
Rpi-ber1, Rpi-

ber2 X S. berthaultii CT214 PCR based 

or CAPS P.infestans (Park et al. 2009; Rauscher et al. 2006) 

Rpi-blb3 (may 

be 

allelic to R2) 
IV S. bulbocastanum Th21 PCR based P.infestans (Jacobs et al. 2010; Park et al. 2005) 

Rpi-moc1 IX S. mochiquense TG328 CAPS P.infestans (Smilde et al. 2005) 

Rpil VII 
S. pinnatisectum × S. cardiophyllum, 

BC to S. cardiophyllum TG20A RFLP P.infestans (Kuhl et al. 2001) 

Rpl-ber X 
S. tuberosum × S. berthaultii 

BC S. tuberosum TG63 RFLP P.infestans (Ewing et al. 2000) 

Rpi-phu1 IX S. tuberosum hybrids GP94 PCR P.infestans (Śliwka et al. 2010; Śliwka et al. 2006; 

Sliwka et al. 2008) 

Fuente: Ramakrishnan, Ritland, Blas, & Riseman, 2015 
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Tabla 6: Marcadores moleculares asistidos para identificar genes de resistencia R y QTL en 

papa. 

 

Gene/QTL Chr. Primer 
Tipo de 

marcador 
Secuencia de primer Referencias 

R1 5 

R1-1205 SCAR 

CACTCGTGACATATCCTCACTA 

GTAGTACCTATCTTATTTC 

TGCAAGAAT 

Sokolova et al. 

(2011) 

BA47f2 SCAR 
TAACCAACATTATCTTCTTTGCC 

GAATTTGGAGAGGGGTTTGCTG 

Gebhardt et al. 

(2004) 

CosA SCAR 
CTCATTCAAAATCAGTTTTGATC 

GAATGTTGAATCTTTTTGTGAAGG 

Gebhardt et al. 

(2004) 

R1F/R 

(76-2sf2/ 

76-2SR) 

AS 
CACTCGTGACATATCCTCACTA 

CAACCCTGGCATGCCACG 

Ballvora et al. 

2002, 

GP76 SCAR 
ATGAAGCAACACTGATGCAA 

TTCTCCAATGAACGCAAACT 

Oberhagemann 

et al. (1999) 

SPUD237 

(AluI) 
CAPS 

TTCCTGCTGATACTGACT 

AGAAAACC 

AGCCAAGGAAAAGCTAGCATCCAAG 

De Jong et al. 

(1997) 

GP21 (AluI) CAPS 
AGTGAGCCAGCATAGCATTACTTG 

GGTTGGTGGCCTATTAGCCATGC 

De Jong et al. 

(1997) 

GP179 SCAR 
GGTTTTAGTGATTGTGCTGC 

AATTTCAGACGAGTAGGCACT 

Meksem et al. 

(1995) 

R3 (R3a & 

R3b) 
11 

R3-1380 SCAR 

TCCGACATGTATTGATCTCCCTG 

AGCCACTTCAGCTTCTTAC 

AGTAGG 

Sokolova et al. 

(2011) 

SHa-F/SHa-R AS 
ATCGTTGTCATGCTATGAGATTGTT 

CTTCAAGGTAGTGGGCAGTATGCTT 

Huang et al. 

(2005) 

R3bF4/R3bR5 AS 
GTCGATGAATGCTATGTTTCTCGAGA 

ACCAGTTTCTTGCAATTCCAGATTG 
Rietman (2011) 

RB/Rpi-

blb1 
8 

RB-629/638 SCAR 

AATCAAATTATCCACCCCAA 

CTTTTAAAT 

CAAGTATTGGGAGGACTGAAAGGT 

Sokolova et al. 

(2011) 

RB-1223 SCAR 
ATGGCTGAAGCTTTCATTCAAGTTCTG 

CAAGTATTGGGAGGACTGAAAGGT 

Pankin et al. 

(2011) 

CT88 (Primer 

1/primer 1′) 
SCAR 

CACGAGTGCCCTTTTCTGAC 

ACAATTGAATTTTTAGACTT 

Colton et al. 

(2006) 

Rpi-abpt 4 

R2-F1/R2-R3 AS 
GCTCCTGATACGATCCATG 

ACGGCTTCTTGAATGAA 

Kim et al. 

(2012) 

Th2 CAPS 
AGGATTTCAGTATGTCTCG 

TCCATTGTTGATTGCCCCT 

Park et al. 

(2005b) 

Rpi-ber1 10 

CT214 (DdeI) CAPS 
GAACGCGAAAGAGTGCTGATAG 

CCCGCTGCCTATGGAGAGT 
Tan et al. (2010) 

TG63 

(Bme1390I) 
CAPS 

TCCAATTGCCAGACGAA 

TAGAGAAGGCCCTTGTAAGTTT 
Tan et al. (2010) 

Q133 SCAR 
ATCATCTCCTCAAAGAATCAAG 

ATCTCCCCATTGACAACCAA 
Tan et al. (2010) 

Rpi-mcd1 4 TG339 (MnlI) CAPS 
GCTGAACGCTATGAGGAGATG 

TGAGGTTATCACGCAGAATTG 
Tan et al. (2010) 

Rpi-phu1 9 
GP94 (OPB07 

+ TG/GT) 
RAPD GAAACGGGTG + TG/GT 

_Sliwka et al. 

(2006) 

QTL_phu-

stn 
3 

OPA17 RAPD GACCGCTTGT 
Wickramasinghe 

et al. (2009) 

OPA03 RAPD AGTCAGCCAC 
Wickramasinghe 

et al. (2009) 

GP198F/R AS 
TTTGCTTACTCTTGTTGTATG 

TCACTTTGGTGCTTCTGTCG 

Wickramasinghe 

et al. (2009) 

Rpi-sto1 

8 

Ssto-448 SCAR 

GTGGAACGCCGTCCATCCTTAG 

TGCATAGGTGGTTAGATGTA 

TGTTTGATTA 

Sokolova et al. 

(2011) 

Rpi-avl1 N2527 AS 
GAAACACAGGGGAATATTCACC 

CCATRTCTTGWATTAAGTCATGC 
Verzaux (2010) 

Rpi-cap1 11 CP58 (MspI) CAPS 
ATGTATGGTTCGGGATCTGG 

TTAGCACCAACAGCTCCTCT 

Jacobs et al. 

(2010) 
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Rpi-dlc1 9 

GP101 (AluI) CAPS 
GGCATTTCTATGGTATCAGAG 

GCTTAACATGCAAAGGTTAAA 

Golas et al. 

(2010) 

S1d5-a AS 
CGCCTCTTTCTCTGAATTTC 

GATCTGGGATGGTCCATTC 

Golas et al. 

(2010) 

Rpi-mcq1 9 TG328 (AluI) CAPS 
AATTAAATGGAGGGGGTATC 

GTAGTATTCTAGTTAAACTACC 

Smilde et al. 

(2005) 

Rpi-snk1.1 

and 

Rpi-snk1.2 

4 Th21 (MboI) CAPS 
ATTCAAAATTCTAGTTCCGCC 

AACGGCAAAAAAGCACCAC 

Jacobs et al. 

(2010) 

Rpi-ver1 6 

CD67 

(HpyCH4IV, 

SsiI) 

CAPS 

 

CCCCTGCAAATCCGTACATA 

CCATACGAGTTGAGGGATCG 

Jacobs et al. 

(2010) 

Rpi-vnt1.1 9 
TG35 

(HhaI/XapI) 
CAPS 

CACGGAGACTAAGATTCAGG 

TAAAGGTGATGCTGATGGGG 
Pel et al. (2009) 

Rpi-vnt1.3 9 NBS3B AS 
CCTTCCTCATCCTCACATTTAG 

GCATGCCAACTATTGAAACAAC 
Pel et al. (2009) 

      
Fuente: Tiwari et al. (2013) .CAPS, cleaved amplified polymorphic sequence; MAS, marker-assisted selection; NBS, nucleotide-
binding site; SCAR, sequence-characterized amplified region; QTL, quantitative trait loci. 
 
 

Para esta ocasión se utilizaron investigaciones previas como base para poder verificar la 

presencia los genes presentados en la Tabla 7.  

 

Tabla 7: Genes que confieren resistencia a P. infestans. 

 

Gen Fuente Crom. Referencia 

R1 S. demissum V Ballvora et al., 

2002  

Rpi-phu1 S. phureja x S. 

stenotomum 

IX (Sliwka, Jakuezun, 

Kaminski, & 

Zimonch-

Guzowska, 2010) 

R3 S. demissum XI Huang, 2005 

RB/Rpi-blb1 S.Bulbocastanum VIII J. Song et al., 

2003 

Rpi-ber1 S. Berthaultii X Rauscher et al., 

2006 
Fuente: Adaptado de Mosquera, Fernández, Martínez, Acuña, & Cuellar (2008) 

 

 

2.10.6.   Aplicaciones de la PCR 

• Amplificación de ADN: Desde que la PCR se inventó ha tenido muchos usos ya 

que puede generar muchas copias de un fragmento de ADN específico antes de 

clonarlos (Figura 4), así se puede considerar un método efectivo si la secuencia a 

estudiar se conoce suficientemente a detalle para que sea posible limitar la 

secuencia de nucleótidos de dos cebadores complementarios. Por lo tanto, la 

utilidad especial se da en el caso de que haya poca cantidad de ADN pues se pueden 

generar grandes cantidades de ADN teniendo muestras pequeñas como las que se 

encuentran en una célula. Posteriormente se da una reacción en el termociclador 

donde se lleva a cabo la reacción de PCR propiamente dicha (Figura 5).  
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Figura 4: Reacción de Cadena de la Polimerasa (PCR) representada en cadenas sucesivas. 

Fuente: Enzoklop (s.f.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Relación entre el tiempo y la temperatura del termociclador. 

Fuente: GenScript (2002) 

 

• Pruebas para la presencia de secuencias de ADN específicas: Por ejemplo, para 

poder determinar una muestra de tejido con la presencia de algún virus, la técnica 

de PCR aísla ácido nucleico de la muestra y añade cebadores complementarios al 

ADN viral junto a otros reactivos. Finalmente, se da paso a la reacción y si la PCR 

da algún resultado se afirma la presencia del genoma viral en la muestra por medio 

de la hibridación de los cebadores con el virus. De lo contrario, si no hay resultado 

alguno se indica ausencia, así la PCR en este caso se aplica como sistema de 

detección.  
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• Comparación de moléculas de ADN: La PCR se realiza en muestras usando varios 

cebadores que son diseñados en forma específica o al azar. Si dos moléculas de 

ADN tienen la misma secuencia de bases, generarán los mismos productos de PCR 

en reacciones con cebadores idénticos, entonces mientras más similares son los 

productos de PCR, más similares son las secuencias de los genomas estudiados 

(Karp, 2010). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Ubicación del experimento 

El procesamiento de datos y extracción de ADN se llevó a cabo en los laboratorios del 

Instituto de Biotecnología de La Universidad Nacional Agraria La Molina-Lima, Perú 

(Área de Genómica y Bioinformática) ubicado en las siguientes coordenadas:  

Latitud: 12°04'40.1"S 

Longitud: 76°56'37.6"O  

Altitud: 238 msnsm. 

 

3.2. Material vegetal 

En este trabajo se utilizaron tubérculos colectados por agricultores, a su vez estos fueron 

caracterizados y provenían de Cajamarca, Cusco, Huancavelica, Huancayo y Puno. Estos 

mostraban tolerancia a heladas (Soriano, 2020).  

 

Se sembraron 182 accesiones de Solanum tuberosum L. dispuestas en macetas 

identificadas con códigos en un vivero (cobertor) ubicado en Sicaya (Huancayo, Junín) 

con las siguientes coordenadas:  

Latitud: -12°01´53¨ S 

Longitud: -75°16´47¨ O 

Altitud: 3276 msnm. 

 

Las accesiones tuvieron el debido manejo y cuidado en las labores agronómicas. Para 

llevar las muestras al laboratorio se cortaron los tallos jóvenes con el fin de obtener buena 

calidad de ADN ya que hay poca cantidad de agentes contaminantes presentes en las 

etapas más jóvenes.  
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Los tallos colectados tuvieron 4 meses de crecimiento después de haber sembrado las 

plantas. Luego, se envolvieron en papeles toalla húmedos para ser trasladadas al IBT-

UNALM y conservadas a -4 °C para poder continuar con el proceso de extracción de 

ADN. 

 

3.3 Materiales y equipos 

 

Recolección de material  

▪ Recipiente de conservación de muestras frescas (Cooler o Caja de Tecnopor) 

▪ Bolsas con hielo  

▪ Papel toalla  

▪ Pizetas o aspersores para humedecer  

▪ Agua mineral  

▪ Plumones / etiquetas 

▪ Tijera desinfectada 

▪ Tejido joven (hojas tiernas) 

 

Equipos 

▪ Baño de María con indicador digital EW-12122-X1 

▪ Autoclave 

▪ Centrifuga Multifuge 3 L-R 

▪ Refrigeradora 

▪ NanoDrop Onec 

▪ Transiluminador UVsolo TS Imaging System  

▪ Estufa 

▪ Equipo de Electroforesis 

▪ Balanza (En gramos) 

▪ Termociclador Mastercycler Nexus Gradient 96 –Eppendorf 

 

Reactivos químicos 

▪ Buffer CTAB 2X (700 µl x 200 unidades =140 ml.)  

▪ B-Mercaptoetanol (2 µl X 200 unidades= 400 µl) 

▪ Cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) (700 µl x 200 unidades x 2 =280 ml.) 
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▪ Tampón CTAB 10X (50x200 µl = 10 ml.) 

▪ Etanol al 70% para lavar (100 ml.) 

▪ Etanol al 95% (100 ml.) 

▪ Isopropanol frío (100 ml.) 

▪ Buffer T10E1 o agua destilada (80 µl  x 200 unidades=16 ml). 

▪ Marcador Ladder para ADN 

▪ Marcador de peso molecular Lambda DNA/HindIII Marker 

▪ Bromuro de Etidio 

▪ Salb 1X 

▪ EDTA 0.5 M y 1M  

 

Materiales de laboratorio 

▪ Morteros pre-enfriados 

▪ Nitrógeno líquido 

▪ Tubos Eppendorf – 1.5 ml 

▪ Contenedores de cloroformo/alcohol isoamílico restante  

▪ Puntas esterilizadas para micropipetas  

▪ Amarillas: 2-200 µl 

▪ Azules: 100-1000 µl 

▪ Transparentes: 1-10 µl 

▪ Micropipetas regulables  

▪ Papel aluminio 

▪ Agarosa 

▪ Placas y peines para unidades de electroforesis 

▪ Matraces 250 ml 

▪ Guantes 

▪ Placas para PCR  

▪ Agua destilada (Agua MiliQ) 
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3.4. Metodología 

 

A. Selección de marcadores  

Estudios previos dieron como referencias a marcadores ya utilizados en investigaciones 

relacionadas a genes que demuestran resistencia al tizón tardío como prueba de avances 

y nuevos descubrimientos o teorías en diferentes laboratorios y sitios experimentales a 

nivel mundial.  

 

El marcador 76-2SF2/76-2SR (Phy 13) fue analizado en el diagnóstico molecular para 

detectar el alelo R1 en el SPPBI (State Priekuļi Plant Breeding Institute).  

Con el marcador GP94 (Phy 14) se registraron genes en híbridos de papa y este fue 

seleccionado para probar el gen de resistencia Rpi-phu1 al tizón tardío que fue localizado 

en la distancia de 6.4 cM. en el respectivo estudio.  

 

De otro lado, el marcador 45/XI (Phy 15) fue elegido como el mejor entre 11 marcadores 

del cromosoma XI de acuerdo al mapa genético de Sarpó Mira porque demostró el mayor 

acoplamiento para la resistencia en el locus con una precisión entre el 55.8% y 67.9%. 

Mientras tanto, CT88 (Phy 16) fue probado en estudios previos y las amplificaciones 

obtenidas fueron relacionadas a Rpi-blb1 en Solanum bulbocastanum, especie muy 

investigada por el pool de genes resistentes a P. infestans.  

 

Por último, el marcador CT214 (Phy 17) fue altamente enlazado a los genes Rpi-ber para 

MAS ya que se demostró su efecto en la pirámide de Rpi-ber y Rpi-mcd1.  

Los cebadores mencionados se encuentran en la Tabla 8. Además, estos iniciadores 

fueron escogidos debido a su buena relación/eficiencia con los genes resistentes a 

Phytophthora infestans ya antes presentados en la Tabla 7.  
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Tabla 8: Primers reportados anteriormente para resistencia a P. infestans (Mont. De Bary) 

 

Gen 
Nombre del 

marcador 
Primer 

Pb 

(pares 

de 

bases) 

Referencias 

 Phy 12* F CAC ATA TCC AGC ATC CTT AAA 

CC 

R TGA CTG GGA TGA GAA GTG GA 

nn Ritter (2019) 

Comunicación 

personal  

R1 76-2SF2 (Phy 

13) 

F CAC TCG TGA CAT ATC CTC ACT A 1353 Ballvora et al. 

(2002) 

76-2SR R CAA  CCC TGG CAT GCC ACG  

Rpi-phu 

1 

GP94 (Phy 

14) 

D ATG TAT CAC AAT CAC ATT CTT GCT 

C 

350 Sliwka et al. 

(2010) 

R TGT AAA ACC AAC AAG TAG TGT 

TGC 

 

R3 45/XI (Phy 

15) 

F AGA GAG GTT GTT TCC GAT AGA CC 900-

1500 

Tomczynska et al. 

(2014) 

R TCG TTG TAG TTG TCA TTC CAC AC  

RB/Rpi-

blb1 

CT88 (Phy 

16) 

F CAC GAG TGC CCT TTT CTG AC 332 Colton et al. 

(2006) R ACA ATT GAA TTT TTA GAC TT  

Rpi-

ber1 

CT214 (Phy 

17) 

F GAACGCGAAAGAGTGCTGATAG 100-

200 

Tan et al. (2010) 

R CCCGCTGCCTATGGAGAGT  

*Phy 12 denominado en este estudio. Fuente: Elaboración Propia 

 

Adicionalmente a estos marcadores previamente publicados se han utilizados otros 34 

alelo específicos del Dr.  

Enrique Ritter (comunicación personal) del Instituto NEIKER de España en el proyecto 

denominado PAPA CLIMA- Marker assisted selection for potato germplasm 

adapted to biotic and abiotic stressed caused by global climate change. Los primers 

están descritos en la Tabla 9. 

 
Tabla 9: Datos Forward y Reverse de los primers utilizados en una segunda ronda de prueba. 

 
  Nombre Orientación Secuencia del Primer 

1 ASP3-1F FORWARD ATGGAATTCAGCCCAATCAA 

2 ASP3-1R REVERSE ACAATATTCCTCCGTCATGAAAA 

3 ASP3-2F FORWARD TCCCAGTTTCTGGACTGCAT 

4 ASP3-2Ra REVERSE GAGACCAGCTCGAAGTGTTATCTAC 

5 ASP3-2Rb REVERSE GAGACCAGCTCGAAGTGTTATCTAT 

6 ASP3-4 F FORWARD CCCTGCATTCTTGAAATGGT 

7 ASP3-4 Ra REVERSE GCACCAGGATCAGCACCT 

8 ASP3-4 Rb REVERSE CACCAGGATCAGCACCG 

9 ASP3-5 F FORWARD TCCCAACATTCAACCTCCAT 

10 ASP3-5 Ra REVERSE CAATGAAGAGAAAAAAACAAACGAT 

11 ASP3-5 Rb REVERSE CAATGAAGAGAAAAAAACAAACGAG 

12 ASP3-7 F FORWARD TTTTCAAATCCCCAAAGGGT 
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13 ASP3-7 R REVERSE TTGAAGTATTTGGGCAGCAA 

14 ASP3-9 Fa FORWARD GAAAATCTAAGGCTCAATGTTCGT 

15 ASP3-9 Fb FORWARD AAATCTAAGGCTCAATGTTCGC 

16 ASP3-9 R REVERSE CAAGTGCACAAATCCTGCTG 

17 ASP3-3 Fa FORWARD GAAAATATAGAAGAAAGGGGTTTGTG 

18 ASP3-3 Fb FORWARD TGAAAATATAGAAGAAAGGGGTTTGTA 

19 ASP3-3 R REVERSE GGATAATTATGTTGGAGTTGAGTCG 

20 ASF3R-3 Fa FORWARD AAAATAGCAAAAATTGCACCAAG 

21 ASF3R-3 Fb FORWARD AAAATAGCAAAAATTGCACCAAC 

22 ASF3R-3 R REVERSE GTAGCTGCCGTTGTTGATGA 

23 ASF3-1 Fa FORWARD TCTGGTGAGGGCTTTACGTTAT 

24 ASF3-1 Fb FORWARD TCTGGTGAGGGCTTTACGTTAC 

25 ASF3-1 R REVERSE ATTCTGCAAACCGAGGGATA 

26 ASF3-2 F  FORWARD CATGGATCCTTCCTCAACGA 

27 ASF3-2 R REVERSE GCCACCCTACAATCCCTTCT 

28 ASF3-3 F FORWARD GTGCGCAGGGTTACTGACTT 

29 ASF3-3 Ra REVERSE AGATCAATCTCTCTAAAGTGTGAATAACTA 

30 ASF3-3 Rb REVERSE AGATCAATCTCTCTAAAGTGTGAATAACTG 

31 ASF3-4 Fa FORWARD CCTGGTACAGGGGATGTACG 

32 ASF3-4 Ra REVERSE TCCACCAAGCAACAACAGTG 

33 ASF3-4 Fb FORWARD TGCTGTGGTCTTACAATGTGGT 

34 ASF3-4 Rb REVERSE GCCAGACAAGGAATCTGCT 

 
B. Tamizado de iniciadores seleccionados para resistencia al tizón tardío  

Para la realización de esta etapa se ejecutó el siguiente procedimiento: 

 

3.4.1. Extracción de ADN 
 

Método de Doyle & Doyle (1990) adaptado al IBT- UNALM.  

Las hojas más jóvenes de los tallos con buenas condiciones fueron utilizadas para la 

extracción de ADN de cada accesión. Para ello se utilizaron 300 mg de hojas frescas lo 

cual representó alrededor de 100 µg de ADN total. 

Protocolo: 

1. Pulverizar con Nitrógeno líquido el tejido foliar colectado de hojas jóvenes y separar 

200 mg (Figura 6-A). 

2. Transferir el polvo a un tubo Eppendorf de 1.5 ml. para agregar 700 µl. de tampón 

CTAB 2X y 2 µl. de B-mercaptoetanol, mezclar todo agitando suavemente. Incubar 

las muestras a 65°C en baño María durante 30 min. 

3. Retirar las muestras de la incubadora y dejar reposar a temperatura de ambiente por 

2 min. 

4. Agregar 700 µl de cloroformo/ alcohol isoamílico (24:1) a cada tubo. Mezclar 

suavemente para no dañar el ADN y centrifugar las muestras durante 5 min a 14000 
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RPM. Luego, transferir el sobrenadante a otro tubo sin dejar pasar la interfase. 

Finalmente, descartar el cloroformo/ alcohol isoamílico remanente en contenedores.     

5. Agregar 50 µl. de tampón CTAB (10X) (en NaCl 0.7 M), agitar suavemente hasta 

obtener una mezcla uniforme. 

6. Adicionar 700 μl de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1), mezclar suavemente y centrifugar 

5 min a 14 000 rpm. Transferir el sobrenadante a otro tubo. 

7. Agregar 500 µl de Isopropanol frío a cada tubo. Invertir los tubos varias veces y 

dejarlos incubando a -20°C durante 40 min. (Figura 6- B) 

8. Centrifugar las muestras a 12 000 RPM durante 20 min. y eliminar cuidadosamente 

el sobrenadante. Dejar que el precipitado se seque invirtiendo los tubos abiertos 

durante 2 minutos. 

9. Lavar el precipitado de ADN en 500 µl. de etanol al 70% (por 3 min), centrifugar las 

muestras a 12 000 RPM durante 20 min. y descartar con cuidado el etanol. 

10. Agregar 500 µl. de etanol al 95%. Centrifugar las muestras a 12 000 RPM durante 

20 min para eliminar el etanol después. (Figura 6-C,D) 

11. Dejar el precipitado secar por dos o más horas con los tubos abiertos de forma 

invertida. 

12. Disolver el precipitado de ADN en 80 µl de buffer T10E1 o agua destilada (Agua 

MiliQ) y almacenar a -20°C. (Figura 6- E) 

  

Figura 6: Esquema del proceso protocolar de extracción de ADN. 
 

Figura 6. Esquema del proceso protocolar de extracción de ADN 
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 3.4.2. Calidad de ADN (Electroforesis horizontal) 

La calidad del ADN se determinó por análisis comparativos de muestras teñidas con 

Bromuro de Etidio en geles de agarosa, donde se forma un complejo con el ADN que al 

ser expuesto a la luz UV emite fluorescencia. Para ello se toman 2 μl de muestra extraída 

con 8 µl de tampón de carga SALB 1X y se carga a un gel de agarosa al 1%. La corrida 

electroforética se realiza a 100 voltios por 30 minutos utilizando como tampón de corrida 

TBE 1X, luego se captura la imagen mediante una caja que emite luz ultravioleta para dar 

como resultado la visibilidad del ADN en bandas de las muestras cargadas (Anexo 2). 

3.4.3. Cantidad de ADN  

Con la máquina NanoDrop Onec se proporcionaron los siguientes valores: 

▪ Concentración de ácidos nucleicos. Se proporciona en la unidad seleccionada, en 

este caso ng/µl. Los cálculos se basan en variaciones de la ecuación de la ley de Beer 

que usa el valor de absorbancia de ácidos nucleicos corregidos a 260 nm, el factor 

utilizado y el camino óptico de la muestra.  

▪ Absorbancia a 260 nm, 280 nm y en ocasiones a 230 nm. Estos valores se utilizan 

para calcular índices de pureza de los ácidos nucleicos medidos. Dichos índices son 

sensibles a la presencia de contaminantes en la muestra, como los disolventes y 

reactivos residuales que se utilizan normalmente en la purificación de la muestra.  

3.4.4. PCR para la detección de genes candidatos de tolerancia a P. infestans 

a) Preparación para la amplificación en PCR: Los alelos de interés relacionados a resistencia 

fueron seleccionados por los primers ya descritos enviados a secuenciar. La amplificación se 

llevó a cabo con la cantidad de 2 µl de ADN y 8 µl de una mezcla maestra o base llamada 

“Mastermix” (ver Tabla 10) con distintos reactivos en los tubos Eppendorf de cada especie. 

La distribución de los reactivos se realizó en base a la cantidad de concentraciones que se 

debían de probar al inicio y determinar una cantidad grande que luego sea distribuida en cada 

uno de los Tubos a amplificar. En esta ocasión teniendo como base la cantidad de cada 

componente para una reacción, se puede hacer el cálculo para otras mediante una simple 

multiplicación. Sin embargo, se debe tomar en cuenta hacer una o dos medidas más agregadas 

al total de las reacciones a amplificar porque hay material que suele ir quedándose en el tubo 

y en la pipeta cada vez que se retira lo que provoca que las últimas muestras queden sin 

suficiente cantidad de mezcla.   
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Tabla 10: Cantidad de reactivos a utilizar (µl) en las mezclas para una, cuatro y cinco 

reacciones de amplificación en PCR. 

 

MASTERMIX 1RX (µl) 4RX (µl) 5RX (µl) 

H2O Ultra pura 4.6 18.4 23 

10X Standard 

Taq  Reaction 

Buffer 

1 4 5 

MgCl 2 25 mM 1 4 5 

DNTP´s 0.4 1.6 2 

F 0.4 1.6 2 

R 0.4 1.6 2 

Taq 0.2 0.8 1 

Total de 

contenido (µl) 

8 32 40 

 

b) Proceso en el termociclador 

La reacción que se lleva en esta parte se conoce como reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR). El procedimiento básico de este protocolo emplea una polimerasa de ADN 

termoestable llamada polimerasa Taq aislada de Thermus aquaticus, una bacteria de 

manantiales calientes a temperaturas mayores de 90°C. El inicio de la reacción se da con 

la mezcla de ADN, la alícuota de Taq y los cuatro desoxirribonucleótidos junto a una gran 

cantidad de dos fragmentos sintéticos cortos de ADN conocidos como oligonucleótidos 

que son complementarios de las secuencias de ADN en los extremos 3´ de la región del 

ADN que va a amplificarse. Los oligonucleótidos sirven como iniciadores o cebadores a 

los que se agregan los nucleótidos durante los siguientes pasos de replicación. Luego, la 

mezcla se calienta a 95°C, una temperatura tan caliente que hace que las moléculas de 

ADN se separen en dos cadenas. A continuación, la mezcla se enfría hasta llegar a la 

temperatura específica de cada primer (Temperatura de anillamiento) y se unan con las 

cadenas de ADN blanco. La temperatura se sube nuevamente hasta 72°C, así la 

polimerasa termofílica agrega nucleótidos al extremo 3´ de los cebadores.  

A medida que la polimerasa extiende el cebador, copia selectivamente el ADN blanco y 

forma nuevas cadenas de ADN complementario. La temperatura se eleva de nuevo para 

que las cadenas de ADN recién formadas y las originales se separen. Seguidamente la 

muestra se enfría para que los cebadores sintéticos se unan de nuevo con el ADN blanco, 

que ahora está en una cantidad dos veces mayor que la del inicio. El ciclo se repite 35 

veces y en cada ronda se duplica la cantidad de la región específica de ADN limitada por 

los cebadores unidos. Se pueden generar billones de copias de la región específica en 
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estudio en tan sólo pocas horas con un generador de ciclos térmicos que tiende a cambiar 

la temperatura de la mezcla en reacción de forma automática para hacer posible que ocurra 

cada paso del ciclo.  

 

c) Pruebas de temperatura de anillamiento para cada primer  

Cada primer necesita una temperatura específica de anillamiento en la cual la parte de 

ADN que se desea encontrar es mucho más fácil de ubicar en medio de la reacción.  

Usualmente el promedio normal de las temperaturas oscila entre 56°C y 58°C. 

 
Tabla 11: Prueba de temperaturas de anillamiento para cada primer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Análisis Estadístico 

 

No hubo un diseño estadístico en este experimento. Se intentó realizar la verificación de 

presencia o ausencia de los marcadores en las accesiones estudiadas mediante la 

estadística descriptiva y el Programa Excel para la filtración de datos. Luego se propuso 

ver la discriminación de los iniciadores.  

 

La moda y media también habrían sido tomadas en cuenta para clasificar a las accesiones 

por la cantidad de veces que los individuos se presentaban indicando resistencia a P. 

infestans, considerándolos, así como accesiones promisorias.  

 

 

Nombre del marcador Temperatura de 

anillamiento en la 

prueba 

Phy 12* 56° C 

76-2SF2 (Phy 13) 

76-2SR 

56° C 

 

 

GP94 (Phy 14) 58 °C 

45/XI (Phy 15) 58° C 

CT88 (Phy 16) 58° C 

CT214 (Phy 17) 58° C 
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IV.  RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

4.1. Pruebas preliminares de las primeras 96 muestras con el iniciador Phy 12 

Después de retirar las muestras del termociclador, se eligieron algunas en orden desde I-01 

hasta I-50 (Figura 7) con el propósito de ver si había discriminación o no entre los individuos 

del ensayo y por lo tanto la eficiencia de Phy 12 en esta parte inicial. El resultado de estos 

individuos elegidos y el iniciador fueron considerados para poder ir midiendo el progreso de 

la evaluación en general y a la vez realizar algunos cambios necesarios sin desperdiciar el 

siguiente material a evaluar ya que tanto el uso excesivo como la exposición al ambiente del 

ADN hacen que este se degrade fácilmente. El marcador molecular (M) utilizado fue Ladder. 

 

Figura 7: Gel con las amplificaciones de las primeras 50 muestras  

de toda la población y el primer Phy 12. 
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 En este caso el primer Phy 12 (Ritter, comunicación personal- 2019) amplificó para todas 

las muestras a excepción de I-30 (que fue un caso de pérdida de carga de muestra en medio 

del buffer). Es decir, no hubo discriminación en la amplificación de resistentes y no 

resistentes. La discusión en esta parte se dará en conjunto con los siguientes resultados. 

 

 

4.2. Pruebas preliminares con individuos resistentes y no resistentes 

Posteriormente se seleccionaron unos pocos individuos clasificados como resistentes y no 

resistentes por conocimiento previo (Figura 8). Se utilizaron todos los primers en 

investigación, cada uno a la temperatura de anillamiento de 57°C de promedio con el 

objetivo de mostrar sólo si es discriminante o no hasta este punto.  

 

Figura 8: Screening de todos los primers con variedades resistentes y no resistentes. (1) I-02 

Tolerante; (2) I-06 Tolerante; (3) I-14 Susceptible; (4) Yana Huayro Susceptible. 

 

En general, todos los primers dieron como resultado la no discriminación entre individuos 

resistentes y susceptibles. Cabe resaltar que en el caso de Phy 17, aunque la amplificación 

sea difusa, los resultados no definieron si es que hubo discriminación en el proceso. Por lo 

tanto, se reporta el resultado de cada primer en investigaciones previas:  

• Phy 13-Iniciador 76-2SF2/ 76-2SR (Ballvora et al., 2002) 

Este iniciador no estuvo entre el rango de pares de bases reportados anteriormente por 

Díaz M et al. (2003) con 1353 pb y Nadezhda et al. (2014) con 1399 pb lo cual debió 

causarse netamente por la cantidad de ADN de la muestra. Este marcador fue estudiado 

por Nadezhda et al. (2014) quienes obtuvieron un resultado de la alta tasa de detección 

de resistencia de dos híbridos derivados de S. guerreroense. Según Díaz M et al., (2003) 

estos marcadores no discriminan debido a que no hay distinción entre los genes mayores 
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lo que sugiere que existen ciertos genes homólogos que dan como resultado la 

amplificación. Además, estos marcadores fueron efectivos en sus estudios probados con 

Solanum phureja.  

Los resultados obtenidos en el germoplasma peruano fueron diferentes a los reportados 

por Díaz et al. (2003), probablemente debido a que la población estudiada no perteneció 

al mismo pool genético en donde fue desarrollado el iniciador.  

• Phy 14-Marcador GP94 (Sliwka et al., 2010) 

 

Este iniciador sí se ajustó al tamaño del marcador reportado con 350 pb pero no 

discriminó entre las accesiones tolerantes y susceptibles. Phy 14 fue reportado 

evaluando 265 clones de seis cruzas interespecíficas de Solanum phureja como un 

marcador discriminante (Zurita, Angulo, Veramendi, La Torre, & Gabriel, 2016). Sin 

embargo, Gabriel et al (2016) muestran que este marcador solo fue efectivo para 

detectar el 20% del material tolerante. Nuestros resultados muestran esta tendencia de 

poca efectividad del marcador reportado que podría responder mejor en población de 

Solanum phureja según Zurita et al. (2016) y no en las especies de papas nativas 

peruanas ya que para este estudio el pool genético de las especies utilizadas 

mayormente provino de S. goniocalyx, S stenotomum, S. tuberosum ssp andigena, S 

curtilobum, S. juzepczukii, como potenciales parentales. 

Por otro lado, Baldelomar et al. (2015)  co-localizó el alelo para el marcador GP94 

con el gen/QTL Rpi-phu1  resistente a P. infestans ubicado en el cromosoma IX a 350 

pb (Sliwka et al. 2010). El alelo fue detectado en todas las variedades, con excepción 

del control susceptible derivado de S. andígena. Sin embargo, en los resultados de esta 

investigación sí se obtuvo una amplificación lo cual concuerda con Asano (2006), 

quien encontró amplificación de bandas del marcador HC aún cuando los genotipos 

expresaron susceptibilidad. Esto es explicado por Milczarek et al. (2011) quienes 

señalaron que algunos marcadores no son aplicables para la evaluación de accesiones 

resistentes debido al complejo origen genético de la papa. 

• Phy 15- Marcador 45/XI (Tomczynska et al., 2014) 

Este marcador estuvo entre los 900 y 1500 bp según Tomczynska et al. (2014). Fue 

utilizado con la variedad Sárpo Mira y aunque se obtuvieron falsos resultados, los 

autores seleccionaron a este marcador como la opción más confiable y más 

relacionada al gen en estudio.  
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En esta investigación tampoco llegaron a darse resultados contundentes con este 

marcador lo que podría deberse a que no hay relación con el gen específico en 

cuestión, sino también sus homólogos los cuales no confieren dicha resistencia según 

lo que reportaron Tomczynska et al. (2014). Además, se refuerza lo mencionado por 

Milczarek et al. (2011) y la ineficiencia de los marcadores moleculares pues ellos 

evaluaron algunos que no eran aplicables debido a orígenes genéticos complejos 

como se mencionó previamente. 

• Phy 16- Marcador CT88 (Colton et al., 2006) 

Según Colton et al. (2006) citado por Tiwari et al. (2013), el marcador CT88 da un 

gran espectro de resistencia al tizón a los genes RB a través de la selección de 

marcadores asistidos (MAS).  

De otro lado Van der Vossen et al. (2003), identificaron que el marcador CT88 está 

relacionado al Cromosoma VIII confiriendo resistencia mediante el gen Rpi-blb1 el 

cual fue anteriormente también vinculado a S. bulbocastanum . En este caso no se 

obtuvieron resultados significativos con el uso de este marcador debido a que una 

vez más las especies de papas nativas evaluadas en este trabajo difieren de S. 

bulbocastanum. 

• Phy 17- Marcador CT214 (Tan et al., 2010)  

Los análisis obtenidos revelan que el marcador específico CT214 está altamente 

ligado con el locus de resistencia del gen Rpi-ber en el cromosoma X. Sin embargo, 

los mismos autores Adillah Tan et al. (2010) también reportaron falsos positivos en 

el marcador como parte de sus resultados sin dar conclusiones estables por el impacto 

controversial del marcador. Este marcador estuvo entre 100-200 pb y tampoco se 

ajustó a los resultados probablemente también debido a la población utilizada.  

 

4.3. Prueba con la variedad “Capiro” (Susceptible) 

Debido a que la anterior prueba tampoco pudo dar nociones de la discriminación de los 

primers en la investigación, se procedió a realizar una prueba sólo con la variedad “Capiro” 

recomendada como Susceptible y con un grupo de nuevos primers prediseñados desde el 

Instituto Neiker Tecnalia (España) (Anexo 4). 
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Figura 9: Variedad “Capiro” (Susceptible) puesta a prueba con el nuevo grupo de primers. 

 

En este caso, a pesar de haber sido catalogada como una variedad susceptible, ha ocurrido la 

amplificación de todos los nuevos primers prediseñados. Estos resultados podrían deberse 

también a fallas técnicas durante momentos del proceso de extracción de ADN (Ver Anexo 

5), aunque también se pueden encontrar discusiones desde la parte genética.   

 

De acuerdo a Mullins et. al (2006) los marcadores ligados al rasgo de interés en poblaciones 

de mapeo pueden ser no efectivos en otras poblaciones debido a que la papa es una especie 

difícil de analizar en la mejora genética pues es poliploide, autoincompatible y altamente 

heterocigota. Adicionalmente se debe de tomar en cuenta que muchos rasgos de interés en 

papa son poligénicos y muy influenciados por el medio ambiente. 

Debido a lo anterior, Bernaola (2008) concluye que se debe de realizar una verificación de 

la efectividad de los marcadores con una prueba en campo ya que  la expresión de resistencia 

puede ser difícil de evaluar por factores ambientales, de desarrollo, estado fisiológico de la 

planta y la concentración de inóculo que podría haber. Aquí radica la importancia de evaluar 

resistencia bajo condiciones de campo o bajo condiciones controladas que reflejen un 

ambiente de cultivo como tal.  
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4.4. Prueba de los nuevos primers con las variedades tolerantes y susceptibles 

En este caso se realizó el ensayo de PCR con los nuevos primers diseñados para resistencia 

a P. infestans. La temperatura de anillamiento utilizada fue la de 58°C como referencia 

general ya que sólo se deseaba ver la presencia o ausencia de las amplificaciones. En la 

Figura 7 y 8 se ven los dos geles de PCR con las 23 combinaciones de primers que se 

realizaron a una temperatura de 58° C.  

 

La combinación de primers se realizó de manera ordenada con todas las combinaciones 

posibles entre todos los Reverse y Forward (Tabla 7). Cada primer tuvo información 

detallada del Laboratorio IDT (Integrated DNA Technologies).  

 

 

 

 

Figura  10: Primer grupo de resultados del gel con los individuos. 1 (302951.31-Tolerante); 2 

(399077.59- Tolerante); 3 (397069.5-Susceptible) y 4 (Yana Huayro-Susceptible). 

 

1000 

 

 

 

 

 

500 

 

 

 

 

 

200 

 

 

 

 

 

1000 

 

 

 

 

 

500 

 

 

 

 

 

200 

 

 

 

 

 



41  

 
Figura  11: Segundo grupo de resultados del gel con los individuos. 1 (302951.31-Tolerante); 2 

(399077.59- Tolerante); 3 (397069.5-Susceptible) y 4 (Yana Huayro-Susceptible). 

  
Los resultados fueron los mismos después de las pruebas de electroforesis con los primers 

nuevos y no hubo discriminación significativa. 

 

Gabriel et al. (2016) afirma que en los marcadores hay ciertas distancias entre los mismos y 

el gen de interés con lo que pueden darse recombinaciones. Es decir, se trata de marcadores 

polimórficos de donde se pueden seleccionar “falsos alelos” que amplifican de todas formas. 

Sin embargo, puede no haber correspondencia entre los marcadores y los fenotipos debido a 

que los genotipos que presentan bandas no tengan en sí el gen de resistencia y en realidad 

sean susceptibles o aquellos que no la presenten expresen el gen de resistencia.  

 

De otro lado también se podría considerar la ineficiencia de los marcadores debido a la 

población utilizada, a lo que, según Niewöhner, Salamini, & Gebhardt (1995), existe una 

gran poza genética donde la predicción de un fenotipo basado en el genotipo de un marcador 

no es sencilla ya que hay muchas generaciones de recombinación meiótica que separaron a 

los individuos en dicha poza genética, puede haber un equilibrio entre gen especifico de 

200 

 

 

 

 

 

500 

 

 

 

 

 

1000 

 

 

 

 

 

200 

 

 

 

 

 

1000 

 

 

 

 

 

500 

 

 

 

 

 



42  

resistencia y un marcador estrechamente ligado a dicho gen. Es decir, un alelo marcador 

conocido por co-heredarse con el gen de resistencia en una cruza dada podría no co-heredarse 

con dicho gen en una poza genética amplia.  
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V. CONCLUSIONES 

 
 

1. Ninguno de los iniciadores previamente seleccionados fue efectivo en discriminar 

accesiones resistentes y susceptibles en el germoplasma de papas peruanas debido 

a que son marcadores desarrollados para genes de resistencia en Solanum 

tuberosum spp. tuberosum y Solanum phureja, de distintos genes de resistencia 

comparados a las papas nativas evaluadas en este trabajo. 

 

2. Aún no se puede dar información certera sobre las 182 accesiones evaluadas y las 

respectivas resistencias a Phytophthora infestans debido a que no hubo 

discriminación alguna con los marcadores seleccionados. 
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VI. RECOMENDACIONES 
 

 

1. Desarrollar marcadores moleculares propios para la población de papas nativas del Perú. 

 

2. Repetir las pruebas, pero considerar menos población y tener un enfoque con pocos genes 

a detectar ya que una gran población puede no ser tan significante que si se investigara 

en cambio, algo corto pero de mayor precisión. 

 

3. Continuar las investigaciones sobre otros posibles resultados de los individuos como 

especies silvestres debido a sus posibles potenciales en medio de toda la diversidad de 

Solanum tuberosum ya existente. 
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Anexo 2: Fotografías adicionales del proceso de extracción de ADN.  
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Anexo 3: Datos detallados de los individuos utilizados en este trabajo.  
 

 

Código Dato pasaporte 

Cantidad 

de ADN 

(µg/ŋl) 

A260/280 A260/230 

Vol. De 

disolución en  

el total  (ŋl) 

Volumen 

doble (ŋl) 

I-01 399058.12 544.9 1.98 2.04 3.7 7.3 

I-02 302951.31 2159.1 2.14 2.21 0.9 1.9 

I-3 COL 122 1092.9 2.02 2.24 1.8 3.7 

I-4 COL 082 1832.7 1.98 1.98 1.1 2.2 

I-5 399079.4 2885.7 2.03 2.18 0.7 1.4 

I-6 399077.59 2388.4 2.01 2.11 0.8 1.7 

I-7 302231.12 1644.4 1.95 2.11 1.2 2.4 

I-8 COL 094 1252.6 1.98 1.79 1.6 3.2 

I-9 395112.19 1888.4 1.99 1.98 1.1 2.1 

I-10 RC2099.48 2066.6 1.9 1.96 1.0 1.9 

I-11 399073.39 1697.9 1.99 2.05 1.2 2.4 

I-12 396034.18 1091.6 1.99 2.03 1.8 3.7 

I-13 RC 14543-B 1293.6 2 2.19 1.5 3.1 

I-14 397069.5 1631.4 1.99 2.13 1.2 2.5 

I-15 Huayro rojo 1528.1 2 2.13 1.3 2.6 

I-16 Muru huayro 1987.2 1.99 1.97 1.0 2.0 

I-17 Palta murunqui 2096.9 1.97 2.06 1.0 1.9 

I-18 Mauna 2527 2.02 2.12 0.8 1.6 

I-19 Pumapa maquin 

negro 

2148.9 2.01 2.23 0.9 1.9 

I-20 Cuchillo paqui 1494.3 1.99 2.09 1.3 2.7 

I-21 Pulursh 1190.8 1.99 2 1.7 3.4 

I-22 Peruanita 1062.7 2.01 1.99 1.9 3.8 

I-23 Pamaspa Huarian 1130.3 1.98 2.2 1.8 3.5 

I-24 Camotillo 770.1 1.9 1.72 2.6 5.2 

I-25 Yana Huancuy 2997.6 1.97 2.12 0.7 1.3 

I-26 Yana piña 1590.2 1.98 2.15 1.3 2.5 

I-27 Talmish 2449.7 1.99 2.1 0.8 1.6 

I-28 Chaulina 2077.8 1.99 2.1 1.0 1.9 

I-29 Perdiza runtun 1504.4 1.97 2.14 1.3 2.7 

I-30 Ñata doce 1981.6 1.95 1.84 1.0 2.0 

I-31 Sumacc soncco 640 1.9 1.79 3.1 6.3 

I-32 Yana lengua de 

vaca  

1292.8 1.99 2.23 1.5 3.1 

I-33 Huayta chuco 1107.1 2 2.15 1.8 3.6 

I-34 Calito 1512.1 1.96 2.06 1.3 2.6 

I-35 Yuracc shiri 802.4 1.98 2.1 2.5 5.0 

I-36 Yana huayro 2170.5 1.96 2.1 0.9 1.8 

I-37 Ishcupuro 1179.4 1.92 2.05 1.7 3.4 

I-39 17 Yana shiri 

waña 

795.6 1.94 2 2.5 5.0 

I-40 19 Callina shiri 2712.3 1.97 2.12 0.7 1.5 

I-41 21 Suytu poqya 1940.9 1.96 2.1 1.0 2.1 

I-42 22 Yana Gaspar 2460.2 1.99 2.26 0.8 1.6 

I-43 24 Dosis 3155.7 1.96 2.07 0.6 1.3 

I-44 41 Dosis 1647.2 1.94 2.08 1.2 2.4 
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I-45 40 Suytu gaspar 701.7 1.92 1.89 2.9 5.7 

I-46 16  China shiri 821.9 1.89 1.75 2.4 4.9 

I-47 6 Ccanchillo 3616.3 1.95 2.07 0.6 1.1 

I-48 11 Camotillo 1552.1 1.96 2.19 1.3 2.6 

I-49 2 Puka camotillo 2595.9 1.96 2.13 0.8 1.5 

I-50 10 Huaña 1637.8 1.94 1.95 1.2 2.4 

I-51 9 Camotillo 

amarillo 

2247.2 1.97 2.19 0.9 1.8 

I-52 15 Mashua papa 2592.4 1.99 2.17 0.8 1.5 

I-53 1 Camotillo 3768.5 1.87 1.86 0.5 1.1 

I-55 5 Yana winqu 1567.6 1.96 2.2 1.3 2.6 

I-56 23 Puka 

camotillo 

921.9 1.89 1.8 2.2 4.3 

I-57 13 Yuraq manua 1093 1.91 1.87 1.8 3.7 

I-58 2-9 Pumapa 

maquin 

1114.8 1.94 1.75 1.8 3.6 

I-59 20 Yuraq poqya 1073.6 1.93 1.99 1.9 3.7 

I-60 27 Wallas 965.8 1.91 1.93 2.1 4.1 

I-61 29 Puka puqya 2393.3 1.97 2.18 0.8 1.7 

I-62 38 Yana manua 1178.7 1.94 1.67 1.7 3.4 

I-63 42 Poqya 2063.7 1.95 2.17 1.0 1.9 

I-64 8 Camotillo rojo 4905.3 1.98 2.16 0.4 0.8 

I-65 25 Galindo 

gaspar 

1521.1 1.95 2.1 1.3 2.6 

I-66 12 Suytu 

camotillo 

2080.4 1.95 2.11 1.0 1.9 

I-67 37 Duraznillo 2622.3 1.98 2.04 0.8 1.5 

I-68 Huancavelica I 

rojo 

972.9 1.89 1.68 2.1 4.1 

I-69 Huancavelica II 

blanco 

2091.9 1.95 2.09 1.0 1.9 

I-70 Locka 668.8 1.93 1.85 3.0 6.0 

I-71 Piñaza 1152.6 1.93 2.1 1.7 3.5 

I-72 2041 819.3 1.94 2.05 2.4 4.9 

I-73 1665 1732.3 1.94 2.04 1.2 2.3 

I-74 35 866.3 2.05 2.28 2.3 4.6 

I-75 728 641.7 1.92 1.82 3.1 6.2 

I-76 2235 2932.1 1.95 2.02 0.7 1.4 

I-78 2459 9052.3 1.91 1.99 0.2 0.4 

I-79 1109 1483.4 1.93 2.06 1.3 2.7 

I-80 1689 958.4 1.92 1.9 2.1 4.2 

I-81 2877 1170.2 1.92 1.83 1.7 3.4 

I-82 611 2693.1 1.98 2.07 0.7 1.5 

I-83 729 1088.3 1.94 2.07 1.8 3.7 

I-84 2870 1432.7 1.95 2.25 1.4 2.8 

I-86 732 1086.9 1.93 1.9 1.8 3.7 

I-88 1024 1344.8 1.94 1.88 1.5 3.0 

I-89 941 1497.1 1.95 1.98 1.3 2.7 

I-90 2003 1704 1.93 1.96 1.2 2.3 

I-92 144 998.3 1.95 2.19 2.0 4.0 

I-93 1501 985.2 1.93 2.1 2.0 4.1 

I-94 1351 1782.8 1.92 1.97 1.1 2.2 

I-95 3000 2219.8 1.98 2.18 0.9 1.8 
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I-96 2611 1789.9 1.96 2.12 1.1 2.2 

I-97 2018 1345.3 1.96 2.01 1.5 3.0 

I-98 2350 999.9 1.94 1.89 2.0 4.0 

I-99 2343 1640.3 1.97 2.05 1.2 2.4 

I-100 3898 976.5 1.94 1.94 2.0 4.1 

I-102 1358 516.1 1.93 1.97 3.9 7.8 

I-103 2776 2048.2 1.93 1.94 1.0 2.0 

I-104 1436 2534.7 1.99 1.88 0.8 1.6 

I-106 1100 1063.8 1.93 1.99 1.9 3.8 

I-107 2537 965.8 1.95 2.05 2.1 4.1 

I-108 1517 711.9 1.92 2.03 2.8 5.6 

I-109 3003 2069.9 1.99 2.19 1.0 1.9 

I-110 2739 1450 1.94 2 1.4 2.8 

I-111 2826 981.6 1.95 1.94 2.0 4.1 

I-112 3057 2219.3 1.97 2.18 3.1 6.2 

I-113 395 646.8 1.88 1.68 0.9 1.8 

I-114 Laco 2167.1 1.97 2.18 0.7 1.4 

I-115 Muru wayruru 2762.5 1.99 2.16 1.2 2.5 

I-116 Muru Olomes 1605.2 1.96 2.02 0.8 1.7 

1 Alq'a Tarma 2422.1 1.99 2.22 0.8 1.7 

2 Santa Rita 2078.7 1.98 2.08 1.0 1.9 

3 Luntusa 3492.9 1.97 2.07 0.6 1.1 

4 Waka Laqra 1024.1 1.95 2.17 2.0 3.9 

5 Alq'a Pitiquiña  2179.1 1.98 2.04 0.9 1.8 

6 Morado 1232 1.94 1.99 1.6 3.2 

7 Wayro 1474.6 1.95 1.99 1.4 2.7 

8 Piña Negra 1075 1.93 1.98 1.9 3.7 

9 Imilla Negra 854.4 1.97 2.04 2.3 4.7 

10 Alq'a Imilla 3069.7 2.03 2.13 0.7 1.3 

11 Gendarme 780.7 2 2.16 2.6 5.1 

12 Q'oyllo 3238.2 1.99 2.24 0.6 1.2 

13 Puka Mari  1186.4 1.93 2.07 1.7 3.4 

14 nn 2413.1 1.96 2.17 0.8 1.7 

15 Q'oyllo 3209.7 1.95 2.24 0.6 1.2 

16 Imilla Blanca 233.7 1.87 1.38 8.6 17.1 

17 Casa Blanca 2944.4 1.95 2.15 0.7 1.4 

18 Tantalla 

Turqueza 

2726.5 2.02 2.18 0.7 1.5 

19 Tantalla 3993 1.97 2.11 0.5 1.0 

20 Tantalla Blanca 1374.4 1.97 2.06 1.5 2.9 

21 Khuchi Q'allu 1048.7 1.98 2.1 1.9 3.8 

22 Lomo Jaspeado 347.6 1.93 1.8 5.8 11.5 

23 Ch'ikiña Blanca 1531.1 1.98 1.98 1.3 2.6 

24 Q'ullo Q'auna 1199.6 1.97 1.98 1.7 3.3 

25 Alq'a Wacra 

Laqra 

1426.1 1.96 2.03 1.4 2.8 

26 Santiaguito 754.7 1.95 1.84 2.7 5.3 

27 Pepino 2211.1 2 2.11 0.9 1.8 

28 Sika Sika 5495.1 2 2.28 0.4 0.7 

29 Piña Blanca 1540.1 1.94 2.07 1.3 2.6 

30 Lomo Azul 2169.9 1.99 2.16 0.9 1.8 

31 Yungay  1064.9 1.95 1.85 1.9 3.8 

32 Parqo Morado 856.9 1.93 1.87 2.3 4.7 
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33 Yurac Kauchalli 3407 1.99 2.12 0.6 1.2 

34 Tajta 2212.9 1.98 2.01 0.9 1.8 

35 Huila 

Saq'ampaya 

2066.4 2 2.09 1.0 1.9 

36 Sutamari 2763 2.01 2.17 0.7 1.4 

37 Jacu Acupallata 540.2 1.94 1.68 3.7 7.4 

38 Tajta Rosada 2117.2 1.74 1.1 0.9 1.9 

39 Kak'a Pata 597.5 1.98 1.85 3.3 6.7 

40 Pitiquilla Roja 1868.3 1.99 2.05 1.1 2.1 

41 nn 1683.5 2.01 2.19 1.2 2.4 

42 Canasta 2087.2 1.99 2.1 1.0 1.9 

43 Juan Domingo 1435.6 1.98 2.03 1.4 2.8 

44 Negro Pampina 696.7 1.92 1.91 2.9 5.7 

45 Cresta de Gallo  1022.1 1.91 1.93 2.0 3.9 

46 Q'ello  Suita 1076.3 1.98 1.91 1.9 3.7 

47 nn 2009.2 1.97 2.13 1.0 2.0 

48 nn 1212.9 2 2.08 1.6 3.3 

49 nn 1569.8 1.99 1.98 1.3 2.5 

50 Muruq'o 1279.5 2 2.01 1.6 3.1 

51 Morado Ch'ikilla 3516.5 2 2.15 0.6 1.1 

52 Waka Ñuño 2248.4 2.02 2.21 0.9 1.8 

53 nn 2536.9 2.01 2.01 0.8 1.6 

54 nn 970 1.95 2.03 2.1 4.1 

55 Moroq'o Luk'i 1482.3 2.15 2.7 1.3 2.7 

56 Ch'iara Imilla 2819.8 2.03 2.07 0.7 1.4 

58 W 3071 1.96 2.02 0.7 1.3 

59 Piñaza 1407.6 2 1.99 1.4 2.8 

60 Loka 1087.3 1.95 2.07 1.8 3.7 

III-15 1689 2011.7 1.97 2.2 1.0 2.0 

III-92 333 1974.1 1 2 1.0 2.0 

IV-1 5 1721.1 1.94 1.96 1.2 2.3 

IV-3 4 2156.3 1.96 1.99 0.9 1.9 

IV-4 25 1608.6 1.96 2.17 1.2 2.5 

IV-5 7 749.8 1.95 1.78 2.7 5.3 

IV-6 2 1795 1.96 2.12 1.1 2.2 

IV-7 3 1804.5 1.96 2.12 1.1 2.2 

IV-9 13 2881 2.14 2.18 0.7 1.4 

IV-11 26 1390.7 1.95 1.94 1.4 2.9 

IV-12 23 1254.8 1.96 2.06 1.6 3.2 

IV-13 10 3280.9 1.9 1.31 0.6 1.2 

IV-14 Cajamarca 1 835.1 1.87 1.46 2.4 4.8 

IV-15 22 932.7 1.98 2.1 2.1 4.3 

IV-16 16 1323.7 1.92 1.88 1.5 3.0 

IV-17 Cajarmarca? 2014.6 2.02 2.55 1.0 2.0 

IV-18 19 1957.6 1.96 2.01 1.0 2.0 

IV-19 15 1593.9 1.87 1.74 1.3 2.5 

IV-22 27 2578.7 1.95 2.07 0.8 1.6 

IV-23 14 1935.5 1.93 1.92 1.0 2.1 

IV-24 Cajamarca 2 2071.9 1.99 2.14 1.0 1.9 
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Anexo 4: Problemas técnicos/manuales que podrían interferir en los resultados de 

amplificación en PCR. 

 

PROBLEMA POSIBLE CAUSA SOLUCIÓN 

BANDAS EXTRA O NO 

ESPECÍFICAS DEL GEL 

Los primers hibridizaron un 

sitio secundario en el proceso 

Nuevo diseño de primers que 

son menos específicos para 

sitios secundarios. 

Incrementar la temperatura de 

anillamiento entre 2°C ó 5°C 

Contaminación de ADN fue 

introducida en los primers o 

buffers 

Correr un control negativo 

(sin muestra de ADN). 

Preparar muestras frescas si es 

que hay contaminación 

Mucha muestra de ADN fue 

adicionada. 

Medir la cantidad de muestra 

para el sistema 

Concentración muy alta de 

primers 
Medir la cantidad de primers 

para el sistema y reparar o 

calibrar el ciclo térmico. 

Probar con una máquina 

nueva 

Ciclo térmico no fue 

determinado a la temperatura 

correcta 

EXCESIVO MANCHADO 

DE LA AMPLIFICACIÓN 

DE ADN DESPUÉS DEL 

ANÁLISIS DEL GEL 

Muchos ciclos fueron 

programados 

Reducir el número de ciclos 

debajo de 35 

Las condiciones de ciclos 

térmicos no fueron óptimas 

para el termociclador en uso 

Optimizar las condiciones 

basadas en las 

recomendaciones del 

fabricante 

La temperatura de 

anillamiento fue muy baja 

Reoptimizar la temperatura de 

anillamiento. Incrementar la 

temperatura de 2°C a 5°C 

Tiempo de extensión fue muy 

largo 

Reducir el tiempo de 

extensión en pequeños 

incrementos 

Baja calidad de ADN 

ADN no puro puede fallar en 

la amplificación apropiada. 

Usar DNA fresco o muestras 

obtenidas por otros métodos 

DÍMEROS DE PRIMER 

VISIBLES DESPUÉS DEL 

ANÁLISIS DE GEL 

Mucha cantidad de primer fue 

adicionada/ alta concentración 

de primer 

Medir la cantidad de primers 

para el ensayo 

Los primers poseen 

secuencias complementarias 

de superposición 

Diseñar primers para evitar 

autocomplementos en 

secuencias internas. 

Incrementar la temperatura de 

anillamiento 

Fuente: “Nucleic acid sample preparation for downstream analyses. Principles and methods” (2009) 

 


