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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.) esta propensa a la enfermedad de Tizén Tardio,
causada por el oomiceto patégeno Phytophthora infestans (P. infestans), el cual
secreta cientos de efectores que actuan como factores de virulencia. Poco se
conoce sobre la diversidad de genes de virulencia de las cepas pertenecientes al
linaje de reproduccién clonal EC-1. En la presente tesis, mediante el
secuenciamiento del transcriptoma de la interaccion papa-P.infestans de los
primeros dias después de la infeccidon, se identificd la expresion diferencial de
genes efectores tipo RXLR en dos cepas aisladas del centro de los Andes
Peruanos de P. infestans EC-1, siendo confirmada por qRT-PCR. Los genes
efectores, fueron silenciados en una cepa, para Avr-vnt1 en POX109 y para el
homélogo Avh9.1 en POX067, pero expresados en la otra. Ademas, los resultados
de transcriptoma fueron comparados con tres cepas adicionales del linaje EC-1.
En el andlisis de SNPs de Avr-blb1, Avr-blb2'y Avr-vnti, la variabilidad alélica no
tuvo predominancia frente a la variabilidad de expresién de genes. Asimismo,
debido al silenciamiento génico de Avr-vnt1 se evalud la expresion de estos en
plantas transgénicas [Rpi-vnt1.1] a fin de encontrar si la resistencia transgénica era
funcional. Encontrando que en ambas cepas en todos los eventos y en el control
susceptible Yungay se expresan, a diferencia del resultado anterior. El
descubrimiento de efectores silenciados en las poblaciones del patégeno pueden
guiar al uso de genes R especificos en los programas de mejoramiento genético.
Pudiendo el gen Rpi-vnt1 no ser recomendado.

Palabras claves: Avr-blb1, Avr-blb2, Avr-vnt1l, genes de avirulencia,

Phytophthora infestans.
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ABSTRACT
The potato (Solanum tuberosum L.) is prone to the disease known Late blight
caused by the oomycete pathogen Phytophthora infestans (P. infestans), which
secrete a hundred of effectors that act as virulence factors. Little is known of the
diversity of virulence genes of the strains that belong to a clonally reproducing
lineage EC-1. In this thesis, through the transcriptome sequencing of potato and P.
infestans interaction of first day’s post inoculation, were identified the differential
expression, we identified differentially expressed RXLR type effector genes in two
P. infestans isolates EC-1, isolated from Peruvian Andes, being confirmed by qRT-
PCR. Effector genes, were silenced in one isolate, such as Avr-vnt1in POX109 and
for Avh9.1 homolog in POX067, but expressed in the other. Also, the transcriptomics
results were compared with three additional isolates from the EC-1 lineage. In the
SNPs analysis of Avr-blb1, Avr-blb2 y Avr-vnt1, the allelic variability doesn’t have
predominance in front of genes expression variability. Likewise, due to genetic
silencing of Avr-vnt1 we evaluated the expression of this in transgenic plants [Rpi-
vnt1] in the way to find if the transgenic resistance was functional. Finding that both
strains in all events and susceptible control have expression in contrast to the
previous results. Discovery of silenced effectors in the pathogen populations can
guide the use of specific R genes in the breeding programs. Rpi-vntican be not a

recommended gene.

Key words: Avr-blb1, Avr-blb2, Avr-vnti, avirulence genes, Phytophthora

infestans.



. INTRODUCCION

El Tizén Tardio (TT) es la enfermedad que ataca a la papa, causada por el
patdbgeno oomiceto Phytophthora infestans (Mont.) De Bary. Los cambios
continuos en el mundo de las poblaciones de éste han hecho del manejo del TT
una labor complicada. La enfermedad causa una pérdida anual de mas de $6
billones (Haverkort et al., 2008). P. infestans infecta hojas, tallos, frutos y
tubérculos (Fry, 2008). El éxito del patdégeno no sélo reside en su elevada virulencia
sino también en su remarcable capacidad de adaptarse rapidamente a plantas
resistentes (Haas ef al.,, 2009). Durante las primeras etapas de la infeccién, P.
infestans secreta una gran variedad de efectores, que son proteinas que actuan
como instrumentos cruciales para el estilo de vida parasitario, son secretados
dentro de los espacios extracelulares y en el citoplasma de la planta (Gijzen et al.,
2014). La revolucién genomica estd permitiendo a los investigadores hacer un
tremendo progreso en términos de entender las interacciones planta-patégeno (Fry
etal., 2015). La identificacion de los primeros genes de los efectores de avirulencia
(Avr), junto con el proyecto de secuenciamiento del genoma completo de P.
infestans, revel6 una clase especial de efectores que son secretados al interior de
las células hospederas (Dong et al., 2009). Estos son los efectores citoplasmaticos,
los cuales son llevados dentro de las células vegetales via el haustorio. La clase
citoplasmatica mas estudiada es la familia de proteinas RXLR, los cuales contienen
un motivo conservado requerido para su translocaciéon (Kamoun, 2006). Hay 563
genes codificantes de efectores RXLR, los cuales muestran una amplia variabilidad
y estan distribuidos en islas génicas. Asi mismo su aparicion se debié a un rapido
proceso de recombinacién en la region de RXLR, creando nuevas formas
virulentas (Haas et al., 2009).

En un sistema planta—patégeno, la resistencia especifica es manifestada por
una reaccién de hipersensibilidad (RH) que produce una necrosis localizada en el
sitio de infeccién, lo que restringe al patégeno al sitio de la lesién, impidiendo su
expansion a otros sitios de la planta debido a que el producto de un gen de
resistencia dominante de la planta “Rp/r”, interactla especificamente con un elicitor
especifico de la raza del patégeno, producto de un gen genéticamente dominante
de avirulencia (Avr) (Cornelissen & Melchers, 1993). En interacciones
incompatibles no se induce la RH y se puede establecer una relacidén biotréfica,
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resultando en la muerte de la planta (Vleeshouwers et al., 2000).

Entre las caracteristicas de las poblaciones de P. infestans en el Peru, se
evidenci6é un soélo tipo de apareamiento (A1) y en cuanto a los linajes clonales a
EC-1, US-1 (papa cultivada), PE-3 y PE-7 (variedades nativas o silvestres) (Perez
et al., 2001; Garry et al., 2005). Esto indica que el patbgeno esta coevolucionando
con el hospedero y adaptandose a las practicas agroindustriales de cada regién
(Gilchrist Ramelli et al., 2009). A nivel mundial, se ha reportado la existencia de
reproduccion sexual en México (Forbes et al., 1998), Norte América (Kato et al.,
1997), Europa (Drenth et al., 1994) y Asia (Ghimire et al., 2003), y en cuanto a los
linajes clonales la mayoria de las poblaciones pertenecen al genotipo US-1 en
Africa, (Pule et al., 2013), en Europa (Goodwin, 1997) y en Asia (Guo et al., 2008).
En el caso de Norte América estan presentes los linajes US-1, US-6, US-7 y US-8
(Goodwin, 1997; Goodwin et al, 1994), y en México linaje clonal
US:8,14,21,22,24,11,12,17,20 (Wang et al., 2017).

Debido a que la misién del Centro Internacional de la Papa (CIP) es lograr la
seguridad alimentaria, el bienestar y la equidad de género para las poblaciones
mas pobres del mundo basado en cultivos de papa (Perez, 2008), es necesario
que el cultivo de papa se encuentre con la mayor calidad posible y sea resistente
a esta enfermedad. Por este motivo, el CIP ha trabajado en genes Rpi en
mejoramiento genético de la resistencia (Rivera et al., 2009; Orbegozo et al., 2016;
Roman et al., 2015), pero la problematica reside en que poco se conoce de los
genes Avry su estudio es de necesidad debido a que la resistencia de la planta
depende de la composicién del gen Avr de las cepas de P. infestans, con énfasis
en las cepas del linaje clonal (definido por marcadores) EC-1 que es el que domina
en los andes peruanos (Garry et al., 2005). Asi también, sera posible identificar los
genes que determinan la funcionabilidad de la resistencia transgénica, y asi
detectar su nivel de resistencia, identificando las cepas que pueden o no vencerla.



Il ANTECEDENTES

2.1 Solanum tuberosum

A pesar que los tubérculos de papa tienen un valor econémico significativo,
no estan completamente estudiados los factores involucrados en su desarrollo.
Los tubérculos de la papa se forman desde una raiz bajo el suelo llamado
estolén, pudiendo variar su desarrollo segin sean dias cortos o largos. Asi,
diversos factores ambientales y hormonales pueden afectar su desarrollo
(Jackson, 1999; Rodriguez-Falcén et al., 2006). La peridermis de la papa
esta hecha de tres tipos de células: felema, felégeno y tejidos de felodermis
(Lulai & Freeman, 2001), la cual forma una barrera protectora en la superficie
del tubérculo (van Eck, 2007). Las células tuberosas de papa contienen
amiloplastos que son responsables de la sintesis y almacenamiento de granulos
de almiddn, a través de la polimerizacidén de glucosa. Ellas también convierten este
almidén en azucar cuando la planta necesita energia. Los tubérculos de papa
contienen vitaminas y minerales que estan siendo identificados como vitales para
la nutricibn humana. Nutricionalmente, la papa es el mas conocido por su
contenido completo y balance de almidén/proteinas/vitaminas. La forma
predominante del carbohidrato es el almidon (16 y 20%), los otros componentes
son: agua (72-75%), proteina (2-2.5%), fibra (1-1.8%) y acidos grasos (0.15%)
(FAO, 2008).

La importancia de su investigacién surgié a raiz de los efectos del TT sobre
este cultivo. En Irlanda, en los 1840s, esto causé efectos inmediatos de pobreza y
hambruna (Erwin & Ribeiro, 1996; Day & Shattock, 1997). Asi mismo, esta
enfermedad esta presente en todas las areas paperas del mundo y es considerada

como la mas importante de este cultivo.
2.2 Resistencia del Tubérculo

Por resistencia se entiende la respuesta que el hospedero desarrolla para
evitar el mayor dafo posible del patégeno. Las primeras barreras que posee la
planta son su estructura vegetal y quimica. Las variaciones en los componentes
quimicos de la planta pueden afectar el proceso de atraccién del patégeno por el
hospedero (De Jong & De Snoo, 2002). Las plantas tempranas contienen
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receptores transmembrana en su superficie celular capaces de reconocer los
patrones moleculares asociados al patégeno (PAMPs) los cuales activan los
patrones de la inmunidad (PTI) (Tameling & Takken, 2008; Haverkort et al., 2016).
Ciertos patdégenos se adaptan evadiendo el reconocimiento o suprimiendo la
defensa activa de la planta, siguiendo el modelo zigzag. A fin de contrarrestar esto,
existe una segunda barrera de receptores de inmunidad codificadas por genes R
(Jones & Dangl, 2006).

Las resistencias pueden agruparse como sigue: a) resistencia a la infeccion,
también denominada resistencia de campo o resistencia horizontal; y b)
hipersensibilidad, también denominado resistencia extrema o inmunidad. La
primera, controlada por genes menores y aditivos y generalmente de baja
expresividad, tiene la ventaja de una mayor estabilidad a largo plazo porque se
mantiene en presencia de razas nuevas del patdgeno (Estrada, 2000). Asi, una
raza cero seria incapaz de infectar una planta que tenga genes R, mientras que
una raza 1 puede atacar el genotipo R1, pero no R2, R3, R4, etc. (Driver, 1958).
En el caso de la segunda, esta controlada por genes mayores de alta expresividad
y dominancia, su efecto es mas impresionante porque muestra una mayor sanidad,
pero su estabilidad en el tiempo no es tan segura debido a las mutaciones del
patdgeno utilizadas para sobrepasar la accién de un solo gen (Estrada, 2000).

Las plantas cuentan con genes R contra las enfermedades. Estos son
ampliamente estudiados en especies monocotiledéneas y dicotiledoneas. La clase
mayor de proteinas R son consideradas como proteinas modulares (Tameling &
Takken, 2008). Los genes R tienden a ocurrir en “clusters” y son siempre
encontrados en regiones con alta concentracion de elementos repetidos
(Michelmore & Meyers, 1998; Wei et al., 2002). Los genes de resistencia contra P.
infestans (Rpi) son mas faciles de introducir en comparacién que los QTLs (locus
de caracter cuantitativo). Sin embargo, la introducciéon de genes de resistencia
mayores, especificos de raza, se ve limitada por la complejidad de las razas de la
mayoria de poblaciones de P. infestans y la prevalencia de ambos tipos de
apareamiento (Rodewald & Trognitz, 2013). Estos genes tipicamente codifican
proteinas inmunes receptoras de la clase de proteinas intracelulares de plantas.
Las cuales se caracterizan por una cola de enrollamiento, uniones nucleotidicas y
regiones ricas de leucina (CC-NB-LRR) (Jones & Dangl, 2006). Inicialmente, 11
genes de resistencia (R) originados de Solanum demissum (S. demissum) han sido
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incorporados en varios cultivares de papa, todos estos le confieren resistencia raza
especifica. En el campo esta resistencia tiene corta duracion, asi nuevas razas de
patdgenos pueden vencerla rapidamente (Song et al., 2003). EI mejoramiento
contemporaneo de papa para la resistencia a P. infestans esta explorando la
rigueza de la diversidad de los genes R en una amplia gama de tubérculos
Solanum seccidn especie Petota, construyendo asi una coleccién de diversos
genes Rpi mediante su clonamiento, incrementandose rapidamente este set
diferencial (Kuhl et al., 2001; Jacobs et al., 2010; Hein et al., 2009; Hein et al., 2007,
Rauscher et al., 2006; Sandbrink et al., 2000; Smilde et al., 2005; Tan et al., 2008;
Villamon et al., 2005). El monitoreo de la virulencia a través de los genes Rpi en
diferentes localidades geograficas usando el set de genes clasicos o
genéticamente modificados permite integrar estrategias de control de las
enfermedades (Jo et al., 2016).

El CIP ha estado trabajando en una aproximacién transgénica para obtener
una variedad de papa resistente al TT para Africa. El cultivar de papa ‘Desiree’ y
‘Victoria/Asante’ ha sido transformado con tres genes de resistencia (R) al TT: Rpi-
bib1 (RB), Rpi-vnt1y Rpi-blb2 con el objetivo de obtener una resistencia durable,
siendo medidos los rendimientos con cepas peruanas de P. infestans (Magembe
et al., 2013). Entre estas tenemos:

Rpi-blb1: Conocido también como RB, fue aislado de especies de papa
silvestre de S. bulbocastanum de México, codifica a la proteina CC-
NB-LRR de 970 aminoacidos (aa’s) y esta localizado en el cromosoma
VIl (Vleeshouwers et al., 2008; Song et al., 2003).

Rpi-blb2: Fue aislado por clonamiento posicional y originado de S.
bulbocastanum en México. El marco de lectura abierto codifica un
polipéptido de 1267 aminoacidos (aa’s), y pertenece a las proteinas
CC-NB-LRR, esta localizado en el brazo corto del cromosoma VI
(Vleeshouwers et al., 2011; Vossen et al., 2005). A nivel aminoacidico
comparte 82% de identidad con la proteina Mi-1. El gen Mi-1 de tomate
confiere resistencia al nematodo Meloidogyne incognita (Milligan et al.,
1998).

Rpi-vnt1: Fue el primer gen Rpi en ser clonado desde una planta de origen
Sudamericano. Tres alelos altamente similares fueron aislados de tres

diferentes accesiones de S. venturii Rpi-vnt1.1, Rpi-vnt1.2, Rpi-vnt1.3.
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Codifica a una proteina de 891 aa’s CC-NB-LRR y esta localizado en
el cromosoma IX (Vleeshouwers et al., 2008).

2.3 Enfermedad del Tizon Tardio

Es una de las mas devastadoras enfermedades de las plantas, causada por el
oomiceto P. infestans, causante de pérdidas economicas significativas en
diferentes areas de cultivo de papa en el mundo. El manejo de la enfermedad aun
reside en la aplicacion de fungicidas (por ejemplo, metalaxyl combinado con
carbamato o combinacién de Cymoxanil y Mancozeb) (Mukerji, 2004), el cual
es caro y dafino para el ambiente (De Jong & De Snoo, 2002). Entre los costos
ambientales estan los relacionados a la contaminacién de las aguas subterraneas,
asi como costos energéticos de la aplicacién y posibles efectos adversos en la
salud humana (Haverkort et al., 2016).

En la interaccidbn S. tuberosum/P. infestans, el tipo de resistencia mas
comunmente estudiada es la resistencia especifica a razas, la cual esta gobernada
por un sélo gen de resistencia de caracter dominante (gen R), el cual seria efectivo
contra una determinada raza del patégeno, pero se rompe facilmente por una
evolucién rapida del patégeno, por lo que es poco durable en el campo (Estrada,
2000). Por lo tanto, ha surgido la necesidad del conocimiento completo del
patosistema, es decir el conocimiento de los genes Avr que son reconocidos por
un gen R, debido a que los genes Avren la mayoria de los casos se presentan con
un gen R especifico del huésped (Vleeshouwers et al., 2000).

2.4 Phytophthora infestans

P. infestans pertenece a la clase del oomiceto el cual forma un diverso grupo
de microorganismos eucariéticos que esta relacionado cercanamente con
las algas marrones y diatomeas en el reino Stramenopiles (Halterman
et al., 2010; Birch et al., 2006). Especies del género de Phytophthora, son
los patdogenos mdas devastadores de plantas dicotiledoneas. La mayoria de
hospederos pertenecen a la familia de Solanaceae.

Segun estudios recientes el origen de P. infestans, sugiere que fue en México
central (Goss et al., 2014). Fue evidenciado por la reproduccion sexual
presente y la presencia de ambos tipos de apareamiento (Flier et al.,



2001). La direccién de su migracion fue estimada usando variacién de
microsatélites siendo desde México hacia los Andes (Goss et al., 2014).
Sin embargo, otros estudios ponen en discusidon esta teoria, mediante el
estudio del ADN mitocondrial y nuclear, especulando que P. infestans
prolifera desde América del Sur (Martin et al., 2016; Saville et al., 2016) y
pudo haber migrado desde hospederos alternos que no son S. tuberosum
(Gémez-Alpizar et al., 2008).

El estilo de vida hemibiotropico de P. infestans comprende un ciclo de
reproduccion sexual y asexual produciendo diferentes formas de esporas:
oosporas y zoosporas, respectivamente. La reproduccién sexual ocurre entre
ambos tipos de apareamiento A1y A2; cuando crecen juntos, una de ellas puede
formar células masculinas (anteridios) y la otra, células femeninas (oogonias). Su
fertilizacion resulta en la oospora que, al contrario de las zoosporas vy
zoosporangios, puede resistir condiciones desfavorables como sequias y bajas
temperaturas. En la reproduccién asexual, entre tres a diez dias luego de la
infecciéon, dependiendo de las condiciones ambientales, esporangiosporas
emergen a través de aberturas en la superficie de la hoja (estomas). Las estomas
son mas frecuentes en el envés que en la superficie de las hojas. Los
zoosporangios se desarrollan al final de las esporangiosporas, cuando maduran
los zoosporangios se desprenden facilmente y se propagan por el viento. Estas
pueden germinar directa o indirectamente. Directamente, se comportan como
esporas individuales, formando tubos germinativos que penetran dentro de la
planta e indirectamente cada esporangio libera de 10-20 esporas (zoosporas).
Sobre las hojas y raices, los tubos germinativos pueden directamente penetrar la
epidermis de la planta (no es requerido el estoma), y en los tubérculos, los tubos
germinativos penetran a través de lenticelas o heridas (Figura 1) (Henfling, 1987;
Fry et al., 1992). P. infestans como organismo hemibiotréfico, muestra una fase
inicial asintomatica biotrofica seguido de una fase necrotréfica. En la primera, P.
infestans forma secuencialmente el apresorio, las hifas primarias y secundarias, y
finalmente las estructuras especializadas llamadas haustorias, a través de las
cuales proteinas y pequenas moléculas, llamadas efectores, son llevadas dentro
del apoplasto o0 a las células adyacentes de la planta. Se piensa que estos
efectores permiten a los patégenos manipular el metabolismo del hospedero y

suprimir sus defensas. La siguiente fase necrotrofica esta caracterizada por la
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ramificacion de las hifas y su posterior pudricién, seguida por la necrosis del tejido
(Zuluaga et al., 2016).

Durante los primeros estadios de infeccién, P. infestans secreta efectores
dentro del espacio extracelular de la planta y dentro del citoplasma. Estos
efectores apoplasticos interactian con blancos extracelulares como receptores de
membrana o proteinas secretadas de la planta, las cuales se clasifican en
inhibidores enzimaticos, proteinas ricas en cisteina, y la familia tipo Nep1 (NPL)
(Kamoun, 2006). Una importante funcion es inhabilitar las defensas extracelulares
de la planta y permitir al patégeno adaptarse al ambiente rico de proteasa del
apoplasto de la planta (Pais et al., 2013). Por otro lado, los efectores citoplasméaticos
son llevados dentro de la célula de la planta via un haustorio y son representados
por dos clases: Familia de proteinas RXLR y la familia de proteina Crinkler (CRN)
(Kamoun, 2006). Todos los efectores son identificados como el gen de avirulencia
(Avril, Avr2, Avr3a, Avr4, Avr-blb1y Avr-blb2) de interaccién con el gen Rpi
(resistente a P. infestans) pertenecientes a la familia de proteinas RXLR
(Armstrong et al., 2005; Oh et al., 2009). Este motivo RXLR, Arg-X-Leu-Arg (en el
cual X representa cualquier aminoacido), caracteriza un dominio involucradoen la
translocacion de los efectores dentro de las células hospederas (Birch et al., 2006;
Whisson et al., 2007). Asi, el despliegue de genes Avr es (til para determinar si el
gen Rpi correspondiente esta presente, siendo esto Util como herramienta de
diagndstico. Un pre-requisito para la aplicacion de estrategias de mejoramiento del
gen Rpi es que los genes Avr estén disponibles (Collinge, 2016). No obstante,
recientes estudios muestran que una mutacion puntual en genes efectores y/o NB-
LRR puede alterar la especificidad del gen R o la funcién del efector (Pais et al.,
2013). Actualmente, estan disponibles 10 genes Avr relacionados a los genes Rpi,
incluyendo Avri1, Avr2, Avr3a, Avr3b, Avrd, Avr8/AvrSmira2, AvrSmirai, Avrblb1,
Avrblb2 y Avrvnti, los cuales han sido probados en la resistencia genéticamente
modificada (Vleeshouwers & Oliver, 2014) y en materiales de mejoramiento clasico
(Rietman et al., 2012). Asi, para nuestro estudio fueron estudiados Avr-blb1, Avr-
bib2y Avr-vnti.
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Avr-blb1 (ipiO): IPI-O pertenece a la clase de efectores de P. infestans con un
motivo conservado RXLR-N terminal y un motivo W-C terminal. En total,
las 16 variantes de ipiO son agrupadas entre tres clases: I, Il y lll, de las
cuales la clase | contiene mas variantes (ipiO1, ipiO2, ipiO5, ipiO6, ipiO7,
ipiO8, ipi09, ipiO10, ipiO11, ipiO12, ipiOM2). La ausencia de la clase | de
ipiO fue correlacionada con la virulencia en plantas Rpi-blb1. La clase |y
Il (IpiO3, IpiO13), pero no la clase lll (jpiO4), inducen la muerte celular
cuando se coexpresan con Rpi-blb1. Adicionalmente, ipiO4 bloquea el
reconocimiento de ipiO1, llevando a la inactivacion de la muerte celular
mediante Rpi-blb1, lo que explica el fenotipo virulento en plantas Rpi-blb1
(Halterman et al., 2010; Chen et al., 2012; Vleeshouwers et al., 2011). Esto
sucede mediante la interaccion entre IP1-O4 en P. infestans y el dominio
CC de RB en planta, y entre IPI-O1 y el dominio CC en planta sugiriendo
que IPI-O puede afectar la funcion RB con la interaccién en esta region,
previniendo la oligomerizacién CC, o blogueando una interaccion con
otros componentes sefalizadores. Cuatro aminoacidos en IPI-O,
localizados en el C-terminal al motivo RXLR, juegan un rol importante en
la interaccibn RB CC/IPI-O4 y uno de ellos también determina el
reconocimiento IPI-O1 por RB (Chen et al., 2012).

Avr-blb2: Fue identificado luego de la busqueda alélica y busqueda funcional de
genes candidatos del efector RXLR. Pertenece a una familia multigénica
con al menos 7 copias duplicadas en el genoma de la cepa de P.
infestans T-30. El gen codifica una proteina secretada de 100
aminoacidos que es altamente polimérfica y exhibe altas tasas de
sustituciones no sin6nimas. El pequefio dominio efector de 50
aminodcidos en el C-terminal de AVRbIb2 es suficiente para activar Rpi-
blb2. Ademas, experimentos de estructura y funcién indicaron que la
region de 34 aa’s en C-terminal de AVRbIb2 es suficiente para inducir la
reaccién de hipersensibilidad. También fue encontrado un residuo clave
en la posicion 69 que comprende la activacién de Rpi-blb2. Cuando este
residuo fue mutado desde Alanina (Ala), Isoleucina (lle) o Valina (Val) a
Fenilalanina (Phe) en Avr-blb2, la activacion fue suprimida (Oh et al.,
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2009). Ademas, recientemente se ha identificado un aminoéacido
adicional en A. tumefaciens en la posicion 69 que es Asparagina (Asn)
que debilita la activacion del gen Rpi-blb2. Sin embargo, su efecto en las
poblaciones naturales de P. infestans no ha sido detectado aun (Oliva et
al., 2015). Interesantemente, diferentes variantes naturales de Avr-blb2
coexisten con copias avirulentas del gen en el genoma de varias cepas
de P. infestans. Esto sugiere un beneficio potencial para P. infestans en
el mantenimiento de copias duplicadas de Avr-blb2. Bajo estas
condiciones, es menos probable que mutaciones puntuales consecutivas
o deleciones en esta posicion, permitan la ganancia de virulencia en corto
plazo. A pesar de esto, no es predictible si otros mecanismos
epigenéticos como el silenciamiento génico o la supresion pueden jugar
un rol predominante en la atenuacion de avirulencia (Vleeshouwers et al.,
2011). Segun Haas et al. (2009) Avr-blb2 se presenta como una familia
de siete pardlogos (PITG_04085, PITG 04086, PITG_04090,
PITG_18683, PITG_20300, PITG_20301 y PITG_20303) en el genoma
de P. infestans T30-4. Oliva et al. (2015) confirmé que todos estos tenian

baja densidad génica y alto contenido repetitivo.

Avr-vnt1: Fue recientemente identificado usando efectoromica. Un amplio set del
genoma expresa RXLR efectores de P. infestans fue funcionalmente
seleccionado en una resistente S. venturii conteniendo Rpi-vnt1, y pocos
genes candidatos Avr fueron encontrados para inducir respuestas de
defensa. Un efector, designado Avr-vnt1, especificamente induce la
muerte celular en la descendencia resistente de una poblacién que
segregan para Rpi-vnt1. En el genoma de referencia de P. infestans T30-
4, Avr-vnt1 se localiza en una region dispersa del gen en un sélo locus
(Haas et al., 2009). Sélo tres efectores homéblogos RXLR fueron
detectados en el genoma T30-4, apuntando a una pequefa familia del
gen. En cepas de P. infestans que son avirulentos en plantas Rpi-vnt1,
Avr-vnt1 es aumentada durante la fase temprana biotréfica de la
infeccion. Sin embargo, en cepas virulentas de América del Sur del linaje
clonal EC-1, la secuencia codificante de Avr-vnt1 estuvo intacta pero su
transcrito no fue detectado. Esto sugiere que Avr-vnt1 evade el
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reconocimiento del gen R, por la reduccion de la expresion, y por la
variacion epialélica de secuencias conservadas entre los puntuales alelos
avirulentos y virulentos. La identificacion de Avr-vnt1 se logré6 mediante
respuestas en agroinfiltraciones siendo PITG_16294 el que indujo la
muerte celular correspondiente. Ademas, PITG_22547 es su haplotipo
(Pel, 2010). Estudios recientes con Rpi-phu1, muestran que la expresion
de Avr-vntl puede ser cambiante dependiendo de los factores
ambientales y del resultado de la interaccién patégeno-hospedero,
asociado al genotipo de la papa. Asi, se confirma que cuando una cepa
no expresa Avr-vnt1 puede vencer la resistencia, asi sea sélo en los

primeros dias después de la infeccion (Stefanczyk et al., 2017) .
2.5 Reaccion de Hipersensibilidad

P. infestans es habil para infectar todas las partes de las plantas
comprendiendo las hojas, tallo, Inflorescencia, y tubérculos. En los 80°s, Pathak
and Clarke (1987) observaron necrosis la cual fue similar en apariencia a la
respuesta de hipersensibilidad (RH). Cuando las proteinas Avirulencia (AVR) y
Resistencia (R) presentes en el patégeno y en la planta respectivamente
interaccionan, segun el modelo de gen por gen (Flor, 1971), se activa una
respuesta de resistencia resultando en una respuesta de hipersensibilidad
causando necrosis y muerte celular en el sitio de infeccién. Si uno de estos
componentes no esta presente en la interaccion planta-patégeno no resultara en
una respuesta de muerte celular (Dangl et al., 1996). Los cambios tempranos
observados siguiendo el reconocimiento del patégeno, incluyen una reaccién
oxidativa, resultando en produccion de Intermediarios de Oxigeno Reactivo (ROIs)
y un flujo rapido de iones a través de la membrana plasmatica. Los ROls pueden
causar la pérdida de la integridad y viabilidad celular por su elevada reactividad a
través de su membrana de lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Morel & Dangl,
1997).
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2.6 Secuenciamiento del transcriptoma

La tecnologia del secuenciamiento de segunda generacion constituye un
importante avance en la sensibilidad, cuantificacién, anotacion y alto rendimiento
del andlisis del transcriptoma referido al ARNseq (Petre et al., 2012).

El transcriptoma es el conjunto completo de transcritos en la célula. En
proyectos actuales multidisciplinarios actuales es la primera tecnologia ‘Omica’ en
ser utilizada, generando informacion de que genes se expresan, en qué nivel, y
también que isoformas del transcrito son utilizadas (McGettigan, 2013).

En las plantas, el control de la respuesta frente a estados de estrés bidtico y
abidtico esta dado por la regulacién de la actividad transcripcional de activacién o
represibn de genes (Sedano & Carrascal, 2012). En este sentido, el
secuenciamiento de alto rendimiento de ARNm (ARNseq) ofrece la posibilidad de
descubrir nuevos genes y transcritos, y medir la expresion del trascrito en un sélo
ensayo. Sin embargo, no so6lo se investiga la expresion del gen, sino también el
empalme alternativo (Pan et al., 2008), la expresién de transcritos novedosos
(Guttman et al., 2010), la expresion de alelos especificos (Degner et al., 2009), los
eventos de fusion del gen (Edgren et al., 2011) y variacion genética. Comparada
con la tecnologia tradicional de bajo rendimiento de Sanger, que sélo detecta las
transcripciones mas abundantes, la enorme profundidad de secuenciacién de un
experimento tipico de ARNseq ofrece un transcriptoma instantaneo casi completo,
incluyendo las transcripciones raras que tiene funciones reguladoras. En contraste
con otras tecnologias alternativas de alto rendimiento como microarreglos de ARN,
el ARNseq logra una resolucién a nivel de pares de bases y una gama dinamica
mucho mayor de los niveles de expresion, asi también se puede utilizar para hacer
la anotacién de novo. Las herramientas de andlisis generalmente caen en tres
categorias: (i) Alineamientos de lecturas, (i) Ensamblaje del transcrito o la
anotacion del genoma, vy (iii) Cuantificacion del transcrito y del gen (Trapnell et al.,
2012).

Muchas tecnologias, incluyendo la desarrollada por Roche (454), llumina
(Analizador del Genoma I/l y Hiseq) y Applied Biosystems (ABI SOLID), estan
disponibles para el secuenciamiento de alta generacion de moléculas de ADN. La
mas usada es la tecnologia llumina. La cual comprende los siguientes pasos: 1)
Enriqguecimiento de un subset de ARNs de un amplio pool de ARN total. Por
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ejemplo, ARNm es enriquecido selectivamente con moléculas de poliadenina, 2)
fragmentacion de ARN, mayoria de plataformas de secuenciadores requieren
moléculas de corta longitud (200 a 500 pb). Para lograr esto, largas moléculas
tienen que ser fragmentados via hidrélisis de ARN. Alternativamente, el ADNc mas
que el ARN puede ser fragmentado luego de la sintesis del ADNc via tratamiento
con ADNasa | (Wang et al., 2009). Este paso también asegura una muestra mas
uniforme (Mortazavi et al., 2008), 3) Sintesis de doble hebra de ADNc, moléculas
de ARN son usadas como molde para la sintesis de moléculas de ADNc
(transcripcion reversa), 4) Ligacién de adaptadores y amplificacion de PCR, la
doble hebra de ADNc son tratadas para generar extremos romos y adaptadores
son ligados a ambos extremos de las moléculas, 5) Seleccién del tamano, amplio
rango de pesos moleculares son creados, para asegurar una longitud similar, un
estrecho rango de longitudes de ADN es purificada por extraccion del gel, 6)
Sintesis por secuenciamiento, los fragmentos pueden ser secuenciados en uno o

en ambos extremos (Figura 2).
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Figura 2. Libreria para el ARNseq: La preparacion comienza desde 100 ng- 1 ug de
ARN total el cual es seleccionado por poli A A) con perlas magnéticas. Doble hebra de
ADNCc (B) es fosforilada y seguido de A (C) lista para la ligacion con el adaptador. La
Libraria es amplificada por PCR (D) lista para el agrupamiento y secuenciamiento.
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Al final de este proceso, el resultado es una secuencia de imagenes. En la cual
cada pocillo de luz corresponde a un cluster y el color de cada cluster representa
un diferente tipo de base. Para la mayoria de los analisis esto estd hecho con las
facilidades de secuenciamiento y los usuarios comienzan desde archivos de texto
conteniendo las secuencias de nucleétidos para cada cluster. Estos archivos estan
tipicamente en el formato de archivo FASTQ el cual incluye para cada cluster
(lectura): un unico ID, la secuencia de nucle6tido y una medida de calidad Phred
por base (Q). Q esta definido por Q=-10log,,(P), donde P es la probabilidad de
que la llamada base sea incorrecta (Cock et al., 2010). En los experimentos de
lecturas de terminaciones pareadas estan dos archivos ordenados, uno con la
primera terminacién y la otra con la segunda.

El alineamiento de lecturas a una referencia la cual puede ser, un genoma o
un transcriptoma (el conjunto de todas las secuencias de transcritos de ARN para
una especie) se realiza mediante programas bioinformaticos. Actualmente, hay
muchos programas de alineamientos capaces de generar uniones de empalme,
incluyendo a Tophat (Trapnell et al., 2009), GSNAP (Wu & Nacu, 2010), QPALMA
(De Bona et al., 2008) y SOAPSplice (Huang et al., 2011), y mas alineamientos
que estan especializados en el alineamiento de lecturas cortas continuamente a
una referencia incluyendo Bowtie (Langmead & Salzberg, 2012), BWA (Li et al.,
2010), y SOAP (Li et al., 2008).

Para el alineamiento con el genoma, uno de los mas conocido es el TopHat
(Trapnell et al., 2012), el cual se basa en una aproximacién en la cual las lecturas
son inicialmente alineadas de manera continua al genoma con la herramienta
Bowtie y las lecturas no alineadas son puestas a parte. Cuando las lecturas son
mayores a 75 bp, estan divididas en pequefios segmentos y alineadas
independientemente. Las lecturas que alinean forman un conjunto de regiones
cubiertas o islas de expresion. El mapeo de ARNm (contiene una cadena de
secuencias de exones concatenados) a un genoma (que contiene los exones e
intrones) significa que lee a partir del experimento ARNseq abarcando exones. Por
lo tanto, cuando las lecturas del ARNseq son mapeadas al genoma, ellas necesitan
ser divididas en dos de manera que los dos extremos de las lecturas mapean a los
dos exones con el intrdn entre ellos. Tophat es considerado un mapeador de
empalme rapido, ademas de alinear, lee a un genoma, adicionalmente representa

las fronteras y aparte las divisiones del intron-exén en un intento de trazar ese
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puente entre los limites del intrén-exén (Trapnell et al., 2009). Este puede alinear
lecturas ARNseq a genomas muy largos y usa el alineador Bowtie de alto
rendimiento para lecturas cortas, para el posterior analisis de los resultados de
mapeo para identificar uniones de empalme entre exones, hace alineamientos con
vacios lo cual significa que puede acomodar espacios (como inserciones y
deleciones) en los alineamientos, asi soporta lecturas de extremos pareados y es
muy rapida. El formato de las lecturas alineadas de salida por Tophat es en el
formato de alineamiento de secuencia/ mapa (SAM), este es un formato genérico
para almacenar secuencias de nucleétidos alineados. El formato SAM puede ser
usado para lecturas simples o pareadas de varios secuenciadores. Los archivos
SAM estén divididos en dos secciones: el encabezado y el alineamiento. Similar al
formato SAM, es el formato de alineamiento binario/mapa (BAM). BAM es una
version binaria comprimida del formato SAM usada para mejorar el rendimiento (Li
et al., 2009) (Figura 3).

Para el alineamiento de los transcritos, se utiliza la herramienta Cufflinks, la
cual usa data de extremos pareados con el objetivo de identificar nuevos
transcritos y probabilisticamente asignar las lecturas, asi como analizar promotores
y empalmes diferenciales, dos caracteristicas claves que indican el
comportamiento regulatorio con una muestra. Este fue originalmente disefiado
para analizar la regulacién transcripcional y la regulacion del empalme. Asi,
ensambla transcritos usando lecturas alineadas a la referencia, estima su
abundancia, y prueba su expresion diferencial y regulacién en muestras de
ARNseq (Trapnell et al., 2009). Este acepta lecturas alineadas de ARNseq y
ensambla los alineamientos dentro de un set parsimonioso de transcritos. Luego,
cufflinks estima las abundancias relativas de estos transcritos basados en cuantas
lecturas son compatibles con cada uno, tomando en cuenta sesgos en los
protocolos de preparacion de la biblioteca. El paquete de herramientas de cufflinks

contiene un nimero de diferentes herramientas:

e Cufflinks: Toma el archivo de alineamiento de formato SAM desde TopHaty
ensambla las lecturas mapeadas dentro de los transcritos, proveyendo las
coordenadas de los transcritos, incluyendo los exones con los transcritos en
relacion a su posicion en el genoma de referencia. Este también calcula los

FPKM) (Fragmentos por Kilobase de exén por millones de fragmentos
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mapeados) — un calculo el cual provee un nivel normalizado de la expresion
del gen. FPKM toma en cuenta el numero de lecturas secuenciadas durante el
experimento, la longitud de los transcritos y el numero de lecturas alineadas a
ella. Esto permite hacer comparaciones entre los dos sets de datos cuando hay
mas data en un set de datos que en otro.

Cuffmerge: Provee un archivo integrado de todos los transcritos en cada
muestra. Si un transcrito esta presente en multiples muestras, esto es sélo
reportado una vez.

Cuffdiff. Encuentra cambios significativos en la expresidén de la transcripcién,

empalme y uso del promotor entre los sets de datos.
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Figura 3. Reconstruccion de transcritos desde lecturas de ARN-seq por
alineamiento de los transcritos (Tophat) y alineamiento de los transcritos
(cufflinks).



2.7 Expresion genética

El andlisis de los niveles del transcrito ARNm es usado para estudiar la
expresion génica en los organismos. Uno de los procedimientos mas ampliamente
adoptados involucra la transcripcion reversa de la PCR, donde el material genético
base en la reaccién de PCR es el ARN, donde el ARN es transcrito primero en
ADN complementario (ADNc) por una enzima de transcriptasa reversa. El ADNc
es amplificado como un PCR tradicional, y mediante electroforesis en agarosa se
vera si el producto del gen ha amplificado. Siendo los resultados leidos como
presencia y ausencia del gen. El principal inconveniente es el andlisis de
amplicones en la ultima fase de la amplificacién del PCR (nivel de meseta). Y, por
lo tanto, el analisis de expresion génica es s6lo semi cuantitativo. En la década de
los 90s, la tecnologia del PCR en tiempo real, la transcripcion reversa de la
reaccion cuantitativa de la cadena de la polimerasa (RT-qPCR), usando colorantes
fluorescentes permitio los procesos de amplificacién y deteccién de un gen blanco
para ser monitoreado en tiempo real. La ventaja de esta técnica es que la cinética
de la reaccién es medida en la fase temprana exponencial de la PCR. Y esto
permite alta sensibilidad, reproducibilidad, un amplio rango de cuantificacion
(Condori et al., 2011) y precision (Vermeulen et al., 2011). Ademas, permite la
deteccion y a la vez cuantificacién de patégenos de plantas (Grosdidier et al.,
2016). Adicionalmente, diversos métodos de deteccién microbiologica basados en
RT-gPCR proveen una alta sensibilidad y poca variabilidad comparada con
técnicas que necesitan cultivo. Asi también, se ha reportado la aplicacion de RT-
gPCR para la deteccion de una sola espora de hongo (Llorente et al., 2010). La
técnica de RT-qPCR necesita un reportero fluorescente que se une al producto
formado y refleja su cantidad mediante fluorescencia (Kubista et al., 2006). Entre
todas las tecnologias disponibles de deteccién de quimicos, Tagman y Sybr Green
son los mas usados. Este ultimo, tiene un costo bajo de corrida y provee buena
sensibilidad y especificidad. A gran escala y para rutina es recomendado (Llorente
et al., 2010).

Las reacciones son caracterizadas por el punto en el tiempo donde la
amplificacion del blanco es detectada primero. Esta medida es usualmente referida
como un ciclo umbral (Ct), el tiempo al cual la intensidad de la fluorescencia es
mayor que la fluorescencia basal (Wong & Medrano, 2005).
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Cuando cuantificamos ARNm, la técnica de PCR en tiempo real puede ser
realizada en un paso, o dos pasos de reaccion. El protocolo de dos pasos puede
ser el preferido cuando usamos un colorante de union al ADN (como el SYBR
Green), por lo que es facil eliminar la manipulacion de dimeros de cebadores a
través de la manipulaciéon de las temperaturas de anillamiento (Ta) (Wong &
Medrano, 2005).

Existen dos tipos de cuantificacion: Absoluta y Relativa. En la primera, usando
el método de la curva estandar, se puede cuantificar desconocidas muestras
basado en cantidades conocidas mediante la extrapolacion. En la expresion
relativa, cambios en la expresidén del gen son medidas basados en un estandar
externo o una muestra de referencia. Existen varios modelos matematicos para
calcular la media de la expresiébn del gen normalizado de los ensayos de
cuantificacion relativa. Uno de ellos, es el modelo Pfaffl. El cual combina la
cuantificacion del gen y normalizacion dentro de un simple calculo. Este modelo
incorpora las eficiencias de la amplificacion de los genes blancos y de referencia
para corregir las diferencias entre dos ensayos (Wong & Medrano, 2005).

La eficiencia del ensayo del PCR puede ser estimado desde una curva
estandar basado en diluciones seriadas. Las medidas de C: son ploteadas versus
el logaritmo de las concentraciones de las muestras (Kubista et al., 2006).

2.8 Set de diferenciales

Un set de diferenciales es un grupo de genotipos conteniendo genes
especificos de resistencia. El set diferencial para TT conteniendo los genes R17-
R11 (Black et al., 1953), que fueron introgresados en papa desde Solanum
demissum (Mastenbroek, 1952) fueron creados para poder caracterizar el espectro
de virulencia y monitorear la dinamica de la virulencia en una poblacion de P.
infestans (Cooke & Lees, 2004). La virulencia estd definida basada en la
interaccidén con el patégeno y las plantas en el set. Asi la virulencia de cada gen
introducido se encontr6 rapidamente y razas complejas con 9-11 genes de
virulencia se han identificado en varias oportunidades(Shattock et al., 1977;
Turkensteen, 1993; Andrivon, 1994). Asi, por ejemplo, un set diferencial de
genotipo con el gen R7 reconoce una cepa de P. infestans especifica, se asume
que la cepa tiene el gen Avr1 (Peters et al., 1998).
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Es importante resaltar que el actual aumento de los genes R implica también
una mayor variabilidad del patégeno con respecto al nimero de factores de
virulencia que se podria encontrar en las razas (Miranda et al., 2005).
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M. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La variabilidad alélica y la expresion de genes efectores de avirulencia P.

infestans determinan la funcionabilidad de la resistencia transgénica.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo general:

Determinar la diversidad de los genes efectores Avr-blb1, Avr-vnt1y Avr-blb2
en las cepas peruanas de P. infestans y relacionar su variabilidad con la

reaccion de resistencia durante la interaccion planta patégeno

3.2.2 Objetivos Especificos:

a) Cuantificar la expresion de genes efectores en cepas peruanas
pertenecientes al linaje clonal EC-1 de P. infestans.

b) Evaluar la variacién alélica en los genes efectores en cepas peruanas

pertenecientes al linaje clonal EC-1 de P. infestans.

c) Evaluar el fenotipo de interaccion de las cepas de P. infestans con la planta
transgénica Desiree [Rpi-vnt1].
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Evaluaciéon de genes de avirulencia en cepas peruanas pertenecientes al

linaje clonal EC-1 de P. infestans.

4.1.1 Cepas de P. infestans

En total cinco cepas peruanas (POX067, POX109, POX096, POX106 y
POX110) fueron estudiadas en el presente estudio, las cuales tienen
diferentes patrones de virulencia determinados por el set diferencial de papa
(Tabla 1). Estas fueron inoculadas en las hojas de la variedad de papa
susceptible “Yungay” (CIP 720064) y en el clon resistente “LBr40” (CIP
387164.4).

Las plantas tuvieron 45 dias de crecimiento. Las condiciones en que se
mantuvieron fueron: La concentracion de la inoculacion fue de 3000
esporangios/mL; cada planta (4 plantas/ genotipo/ cepa) fue inoculada por
rociamiento. Las condiciones en las que las plantas fueron mantenidas fueron
por vapor frio a través de un sistema de aspersién que opera en un termostato
en una camara de frio con luz artificial. La temperatura estuvo en un rango de
15-20 °C y con un régimen de luz de 12 h. Las evaluaciones del TT
comenzaron tres dias posteriores a la inoculacion (dpi). Cada planta fue
evaluada en su estado de la enfermedad (porcentaje de area foliar afectada).
La evaluacién fenotipica fue realizada en la escala de 0-100 % con cinco
unidades de intervalo donde 0: indica reaccidon no visible, 5: reaccion

hipersensible y de 10-100: infeccion exitosa.
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Tabla 1. Caracteristicas de cepas de P. infestans basadas en pruebas de infeccion
usando el set diferencial de 11 genes Rpide S. demissum

Virulencia
Variedad en set
Localiza- Fecha de diferencial Gen de
Cepa del hy! | d Avirulenci
Hospedero cion colecta e genes virulencia
Rpide S.
demissum
R1, 2, 3, 4,
POX067 Yungay 14/11/2000 5,6, 7, 10, Avr8,9
11
POX096  Amarilis 21/02/2000 R87 : fb 4; 17 " Avr2,5.6.9
POX106  Yungay Pasco, 23/02/2005 F.’1;53’, 141 7 Avr2,5,6,8,9
Oxapampa R1. 234
POX109 LBr-40 14/04/2005 6, 7, 8, 9, Avrb
10, 11
R1, 2, 3, 4,
POX110 LBr-40 22/03/2005 6, 7,8, 9, Avr5
10, 11

4.1.2 Muestreo y procesamiento de las muestras

Se muestre6 a los 1, 2 y 3 dpi, dos muestras consistieron en 4 foliolos para
cada uno, fueron colectadas de la parte media de las plantas para cada
genotipo. Las dos muestras fueron consideradas repeticiones bioldgicas,
siendo en total seis muestras colectadas de cada interaccion entre genotipo
de papa y cepa de P. infestans. Los foliolos fueron colectados en Nz liquido y
almacenados a -70 °C. Las muestras fueron trituradas con Nz liquido y entre
50-100 mg fueron utilizados en cada microtubo con el reactivo Trizol
(Invitrogen®). EI ARN fue tratado con ADNasa (Ambion® TURBO DNA-free™).
El ARN extraido de cada dia y de cada repeticidn biolégica, fue cuantificado
en Nanodrop (Invitrogen®), en un tubo fue juntado un “mix” de todos de
manera equitativa para el secuenciamiento del transcriptoma. Las muestras
secuenciadas fueron los foliolos inoculados con las cepas POX067 y
POX109, luego de conocer sus resultados fenotipicos. El secuenciamiento

del transcriptoma fue realizado por Fasteris Genomics®, y fue corrido en un
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equipo llumina HiSeq2000, generando lecturas pareadas de 2x100 pb. La
data del secuenciamiento fue registrada en el Archivo de lecturas de
secuencias del NCBI [numero de accesién SRP065209].

4.1.3 Evaluacioén de la expresidon de genes de avirulencia de P. infestans mediante
ARNseq

Se realiz6 acorde a Trapnell et al. (2012). Las lecturas de ARNseq de las dos
librerias fueron mapeadas contra el genoma de referencia de P. infestans
ASM14294v1.25 usando las aplicaciones bioinformaticas de TopHatv2.1.0 y
Bowtie 2 v2.1.0 (Langmead & Salzberg, 2012). Los genes expresados y
transcritos fueron ensamblados. Los genes diferencialmente expresados
fueron identificados usando la aplicacion bioinformatica Cufflinks v2.1.1.
CummeRbund fue usado para visualizar los resultados. Las llamadas
variantes de los archivos Bam producidos por el Bowtie 2 fueron hechas con
la ayuda de las herramientas del SAM y del BCF.

4.1.4 Evaluacion de la variabilidad alélica de los genes de avirulencia

La siguiente informacién también fue util para la identificacién de los SNPs de
los genes de interés: Todas las lecturas que mapearon las regiones
“supercontigs” de interés correspondiente a los genes Avr-blb1, Avr-vnt1y
Avr-blb2 fueron extraidas de los archivos SAM usando comandos de Linux
convencionales. Las lecturas fueron ensambladas y los SNPs fueron
identificados usando DNAStar Laser Gene 12 SegmanPro. La cobertura
minima fue fijada a 30 y la frecuencia de ocurrencia al minimo de 5%. En el
caso de Avr-blb1, el arbol filogenético NeighborJoining fue construido usando
Mega v 6.06® usando secuencias de las variantes de JpiO depositados en
NCBI para comparar los resultados (/piO71: L23939.1, IpiO2: L23938.1, IpiO3:
GQ371190.1, IpiO4: GQ371191.1, [piO5: GQ371192.1, IpiO6: GQ371193.1,
IpiO8: GQ371195.1, [pi09: GQ371196.1, [piO10: GQ371197.1, IpiO11:
GQ371198.1).

En el caso de Avr-blb2, los SNPs fueron reanalizados por secuenciamiento
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amplicones de las dos cepas, empleando cebadores que flanqueaban la
posicion 69 de interés (Oh et al., 2009). Las muestras fueron enviadas a
Macrogen®, utilizando el vector PCR2.1 (Invitrogen®), siendo consideradas

entre 45 a 60 colonias para el secuenciamiento.

4.1.5 Validacion de la expresidn génica diferencial por RT-PCR

La transcripcién reversa de la reaccion de la cadena de la polimerasa (RT-
PCR) se realiz6 para los genes Avr-blb1 (ipiO1, ipiO2, ipiO3, ipiO4), Avr-vnt1,
ef2a (control constitutivo de P. infestans) y Avr3a (control de virulencia) (Pel,
2010; Robideau et al.,, 2011) en dos pasos: La primera hebra de ADNc
sintetizada usando 1 ug de ARN total y oligo dT (SuperScriptlll-Invitrogen®),
como es descrito por el fabricante. La segunda hebra con Tag-polimerasa en
un volumen final de reaccion de 10 pl usando para los pares de cebadores de
Avr-vnt1SP, Avr3a y ef2a (Tabla 2): 1 yl de ADNc con 0.2 uM de cada
cebador, 0.2 yM de dNTPs, 1.5 mM de MgClz, 1X de tampén de PCRy 1 unid.
Platinum taq (Invitrogen®). Y para Avr-blb1 (Tabla 2): 2 ul de ADNc, 0.4 uM
de cada cebador, 0.025 mM de dNTPs, 0.83 mM de MgClz, 1X tampédn de
PCR y 1 unid de Platinum Tagq (Invitrogen®). El siguiente programa de PCR
fue utilizado para Avr-vnt1SP y Avr3a: 94 °C por 3 mins, 94 °C por 30 seg, 60
°C por 30 seg, 72 °C por 30 seg, durante 35 ciclos, 72 °C por 5 mins. Para
ef2a: 95 °C por 4 mins, fase touch down: 95 °C por 30 seg, 60 °C por 30 seg,
72 °C por 15 seg, durante 10 ciclos (disminuyendo la temperatura un grado
por cada ciclo), luego 95 °C por 30 seg, 60 °C por 30 seg, 72 °C por 15 seg
durante 20 ciclos y 72 °C por 2 mins. Y para Avr-blb1 cebadores: 95 °C por 2
min, 95 °C por 30 seg, T °C anillamiento por 30 seg, 72 °C por 45 seg durante
32 ciclos, y 72 °C por 45 seg. Para el caso de Ipio4, la confirmacién de bandas

ténues se realizé6 mediante secuenciamiento.
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4.1.6 Validacion de la expresién diferencial por gRT-PCR

La gRT-PCR, se realizé usando el power SYBR green super mix (real time
PCR kit Invitrogen®) realizado con ADNc sintetizado con el Kit superscript IlI
First-Strand (Invitrogen®) segln condiciones del fabricante. Amplificacion de
gen de elongacion (ef2a) sera utilizado como control constitutivo para P.
infestans (Pel, 2010). Se tomd en cuenta la variable Ct, que es inversamente
proporcional a la cantidad de ADN inicial. Se estudi6 la variabilidad en la
cuantificacion de la expresién en los tres dias, en las diferentes cepas de P.
infestans, en los diferentes genes. El siguiente programa de PCR fue utilizado:
95°C por 3 mins, 95°C por 15 seg y Ta (°C) por 45 seg durante 40 ciclos, 95°C
por 1 min, 65°C por 1 min y 65°C por 10 seg (analisis de la curva de fusion).
Se trabajé con tres repeticiones experimentales. Los cebadores fueron
disefiados sobre las secuencias PITG de los genes identificados (Tabla 2) con
la  aplicacion  Primerquest en Integrated DNA  Technologies
(http://www.idtdna.com). Teniendo en cuenta condiciones basicas necesarias
(Dieffenbach et al., 1993). La expresion relativa de los genes de avirulencia
fueron normalizados con el gen ef2a con el programa REST® (http://rest.gene-

quantification.info/).

Las eficiencias del gqRT-PCR para cada cebador disefiado fueron obtenidas
por curvas de diferentes diluciones, calculandolo acorde a (Llorente et al.
(2010); Pfaffl (2001)) .

Las diferencias significativas fueron determinadas por la prueba de
comparacion multiple de Tukey usando el programa SAS 9.1.3. La data fue

analizada con una repeticion biolégica de cada muestra colectada.
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4.2

4.2.1

Evaluacion del fenotipo de interaccion las cepas de P. infestans con la planta

transgénica Desiree [Rpi-vnt1.1].

Inoculacion y evaluacion de la enfermedad

Las plantas de tubérculo cultivados de los eventos transgénicos de “Desiree”
conteniendo el gen Rpi-vnt1.1 (eventos: 6, 2, 3, 13, 22 y 55) y de plantas
controles: 1 resistente y 2 susceptibles “LBr40”, “Yungay” y “Desiree”
respectivamente, fueron inoculados con las cepas POX067 y POX109. Las
plantas fueron aproximadamente de 45 dias de cultivo y la concentracion del
indculo fue de 3,000 esporangios / ml. Cada planta (4 plantas/genotipo/cepa)
fue inoculada por “spray”. Luego de esto, fue cubierto con bolsa plastica para
mantener la humedad. Este experimento tuvo lugar en un invernadero en
condiciones de bioseguridad y bajo el régimen de luz natural de
aproximadamente 12 h de luz. La temperatura fue en el rango de 15-25 °C, y
las evaluaciones fenotipicas fueron tomadas segun lo escrito previamente en

el punto 4.1.1.

4.2.2 Muestreo y procesamiento de las muestras

Las muestras colectadas fueron al 2 y 3 dpi sacando una muestra por dia. El
ARN extraido en este caso, fue procesado de la siguiente manera: Foliolos
en Nz liquido fueron trituradas para la extraccién con Trizol (Invitrogen®) con
una repeticion experimental. Tratamiento de ADNasa fue realizado (Ambion®
TURBO DNA-free™),

4.2.3 Evaluacion de la expresién génica por RT-PCR

Luego, RT-PCR cualitativo se realiz6 con los cebadores Avr-vnt1, ef2alpha'y

Avr3a segun como es detallado en el punto 4.1.5.
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V. RESULTADOS

5.1 Evaluacion de genes de avirulencia, en cepas peruanas pertenecientes al

linaje clonal EC-1 de P. infestans

5.1.1 Evaluacién Fenotipica

Los sintomas tipicos del TT aparecieron en las plantas a los 2 dpi. La primera
evaluacioén fue realizada a los 3 dpi, cuando la RH fue visible en el genotipo
mas resistente “LBr40” con todas las cepas. En la evaluacion final a los 5 dpi,
la planta susceptible “Yungay” fue infectada en el rango del 90-100%
dependiendo de la cepa. Las cepas POX109 y POX067 tuvieron diferentes
respuestas de agresividad en la virulencia, la primera tuvo la capacidad de
infectar el genotipo mas resistente “LBr40”, en cambio el segundo mostré
poca agresividad (Figura 4). Debido a esto, estas dos cepas fueron

seleccionadas para el secuenciamiento del transcriptoma (ARNseq).
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Figura 4. Agresividad de las cepas de P. infestans POX067, POX096, POX106,

POX110 y POX109 en los genotipos Yungay y LBr40 de la papa en la camara de
frio. La incidencia de la enfermedad esta mostrada como el porcentaje (%) de

area foliar afectada a los 5 dpi.
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5.1.2 Procesamiento de las muestras

Debido a las diferencias de respuesta fenotipica en la muestra resistente
“Lbr40” (Figura 5), las muestras que fueron escogidas para el
secuenciamiento del transcriptoma fueron aquellas inoculadas con POX067
y POX109 en la variedad susceptible “Yungay” para tener la mayor expresion
de genes de virulencia de P. infestans. En la Figura 4 se muestra su analisis
de calidad de ARN purificado. Ademas, también se procesaron las muestras
inoculadas con las cepas POX096, POX106 y POX110 (Figura 6).

dial dia 2 dia 3

2 .
— - — —— — . w— . G W
POX067 POX109 POX067 POX109 POX067 POX109

Figura 5. Extraccion de ARN ribosomal de muestras de foliolos Yungay
inoculados con POX067 y POX109, en los 1, 2 y 3 dpi, mostrando una repeticién
biol6gica de izquierda a derecha.

dia 1 dia 2 dia 3
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POX096 POX106 POX110 POX096 POX106 POX110 POX096 POX106 POX110

Figura 6. Extraccién de ARN ribosomal de muestras de foliolos Yungay inoculados con
POX096, POX106 y POX110, en los 1, 2 y 3 dpi, mostrando una repeticion bioloégica
de izquierda a derecha.
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5.1.3 Expresion de genes de avirulencia de P. infestans

Como se esperaba, la mayoria de los transcritos fueron de origen vegetal y
sélo una fraccién corresponde al genoma de referencia de P. infestans (Tabla
3). Gracias a la herramienta CummeRbund se pudo evaluar el patrén de
expresion de genes a través del eje longitudinal, representados por el area
bajo la curva (Figura 7). La expresion por regiones fue subsecuentemente
calculada por Fragmentos por Kilobase de transcrito por millones de lecturas
Mapeadas (FPKM), el cual mide la concentracion molar de un transcrito por
conteos de lectura normalizada a la longitud del ARNm respectivo y al nUmero
total de lecturas de cada muestra. Al mismo tiempo en la Figura 8 se muestran
las similaridades de expresién de genes entre las dos cepas (POX067 y

POX109), expresandose en ambas la mayoria de genes.

Acorde al analisis de cuffdiff hubo 23 genes PITG que fueron
diferencialmente expresados entre las dos cepas. De estos, 15 fueron
silenciados en POX067 y 4 fueron silenciados en POX109 (Anexo 1). Sin
embargo, en muchos casos el nivel de expresion fue extremadamente bajo
en las cepas no silenciadas, sugiriendo que las diferencias pueden no ser
reales y ademds una examinacién detallada mostré solo cobertura parcial de
la funcion del gen y por lo tanto estos genes no fueron considerados como
diferencialmente expresados. Luego de filtrar resultados no fidedignos fueron
8 genes con expresion diferencial significativa entre las dos cepas. Cuatro
genes fueron del tipo de efectores RXLR y cuatro fueron anotados como
proteinas hipotéticas. Los efectores RXLR conocidos corresponden a los
genes Avr-vnt1, Avh 9.1 y dos tipos de genes RXLR desconocidos
(PITG_04169, PITG_22675) (Tabla 4 y Figura 9). Ademas de los genes que
fueron significativamente diferenciales en su expresion en la Tabla 4 se han
anadido los genes Avr-blb1, Avr-blb2 y Avr-3a que por su posterior analisis

de SNPs es importante conocer su valor de expresion.
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Tabla 3. Estadisticas de mapeo de dos bibliotecas de ARNseq alineadas al genoma
de referencia de P. infestans usando Bowtie 2.

Biblioteca: Biblioteca:
POX067 POX109
Numero de lecturas 100,522,018 86,279,262
% Filtro aprobado (FA) 90.42 91.79
% de bases (FA) Q 2 30 90.15 90.68

Lecturas izquierdas mapeadas al
genoma de referencia

931,054 (0.9%)

2,899,272 (3.4%)

Lecturas derechas mapeadas al
genoma de referencia

897,227 (0.9%)

2,819,585 (3.3%)

Lecturas izquierdas con multiples
alineamientos

223,369 (24.0%)

489,606 (16.9%)

Lecturas derechas con multiples
alineamientos

214,938 (24.0%)

477,948 (17.0%)

Pares alineados

788,620

2,625,801

Pares alineados con multiples
alineamientos

130,876 (16.6%)

367,809 (14%)
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Condiciones
POX067
POX109

Densidad

log10(fpkm)
Figura 7. Distribucion de los niveles de expresion, segun
CummeRbund, para todos los genes en condiciones experimentales
simuladas POX067 y POX109. FPKM: Fragmentos por kilobase de
transcrito por millon de lecturas mapeadas.

I
=

genes

POX067

Figura 8. Similitudes generales y diferencias especificas entre
condiciones POX067y POX109 segun CummeRbund.
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Tabla 4. Expresion de genes PITG entre las dos cepas acorde a cuffdiff.

*Analizados con qRT-PCR.

» FPKM Diferencia

gen Anotacion POX067 POX109 p-value gjgnificativa
PITG_22089 0 126.53 5.00E-05
PITG_05912 ) 0 0 Si
PITG 05918 VM9 0 0
PITG_05911 0 69.42 5.00E-05
PITG 16204  , . 35.1 0  5.00E-05 S
PITG 22547 35.65 0  5.00E-05
PITG 21388  [piO1*  2791.44 1073.36 8.57E-02 No
PITG_14371 1195.12 580.91 8.34E-02
PITG_ 14374 Avr3a* 0 0 No
PITG_14368 0 0
PITG_04085 0 0
PITG_20300 34919 139.08 3.27E-01
PITG_20301 177  19.99 8.85E-01
PITG 20303 Avr-blb2*  189.12 14571 550E-01 No
PITG_04086 0 0
PITG_04090 1826.55 722.33 1.72E-02
PITG_18683 1491.41 803.66 9.25E-02
PITG_04169 0 38.85 5.00E-05 .
PITG 04167  XR 0 0 Si
PITG 22675  RXLR 37.42 0  5.00E-05 Si
PITG_17400 hllopr(c))’::tlgaa , 12633 20.17 5.00E-05 Si
PITG_11584  proteina  109.94 15.87 1.50E-04 S
PITG 11572 hipotética* 43.46 6.03 0.008
PITG 09128 , 41.49 0 1.50E-04
PITG_09130 h"i’g(’)tteé't?ja 0 0 si
PITG_07492 0 0
PITG 00149 Proteina 6.8 29.43  2.00E-04 Si

hipotética
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Figura 9. Analisis significativo de la expresion diferencial de genes: A) PITG_16294,
B) PITG_22089, C) PITG_04169, D) PITG_22675, E) PITG_11584, F) PITG_09128
y G) PITG_00149, entre las dos condiciones POX067 y POX109. FPKM: fragmentos
por kilobase de transcrito por millon de lecturas mapeadas.
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5.1.4 Evaluacién de la variabilidad alélica de los genes de avirulencia de P.

infestans

e Variantes Avr-bib1

Las lecturas que mapean a la regién supercontig 1.302:59521-59980
albergan el gen Avr-blb1 fueron extraidos desde los archivos SAM luego del
mapeo. En POX109, 2467 lecturas fueron ensambladas a un contig. Sélo la
clase |, de variantes IpiO son expresadas en la cepa POX067, no todos los
SNPs caracteristicos de las otras clases de variantes fueron detectados. Por
otro lado, POX109 es probable que también exprese la variante de la clase Il
ademas de las variantes dominantes de la clase | (Tabla 5). SNPs
caracteristicos a la variante de la clase Ill no fueron encontrados en los

contigs de ninguna de las muestras (Figura 10).

Tabla 5. Reporte de SNPs en las lecturas alineadas a Avr-blb1 (PITG_21388) y Avr-
blb2 (PITG_04085).

Recuento de

Posicion Mayo- Alterna- SNPs (%) Alternativa
nt ria tiva
POX109 POX067 POX109 POX067
313 C T1 465 (13) 62
Avr-blb1 365 G T? 353 (14) 51
(PITG_ 382 c T3 341 () 20
21388) 401 C G*  337(20) 216(13) 68 o8
429 A (033 330 (12) 209 (19) 39 39
Avr-blb2 207 C T 2475 (23) 1115 (16) 560 179
(PITG_
04085) 209 A C  2470(23) 1118 (18) 557 197
1 SNP nueva.

2 Variante encontrada en: IPI-O11, IPI-O10, IPI-O8, IPI-O6, IPI-O5.

3 Variante encontrada en: IPI-O3.

4 Variante encontrada en: IPI-O11, IPI-O10, IPI-O9.

5 Variante encontrada en: IPI-O10, IPI-O9, IPI-O8, IPI-O6, IPI-O5, IPI-O4, IPI-O3.
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Figura 10. Arbol filogenético Neighbor-Joining basado en las secuencias de
las variantes IPI1-O y las secuencias consenso de las lecturas de las muestras
Yungay-POX067 y Yungay-POX109 mapeadas a las secuencias tipo IPI-O.

Variantes Avr-blb2

Todas las lecturas mapeadas a las regiones supercontigs 1.5, 1.125, y 1.79
qgue albergan genes de la familia de Avr-blb2 fueron ensambladas para ambas
cepas. En POX067, 5942 lecturas y en POX109 14288 lecturas fueron
ensambladas a un solo contig. En total 23 SNPs fueron identificados en
ambas cepas, de los cuales 7 fueron nuevos (no mostrado). Centrandonos en
el SNP del AA69 que determina la especificidad de reconocimiento del gen
de Resistencia Rpi-blb2, ambas variantes Ala69 y Phe69 fueron encontradas
en ambos aislamientos, el primero mencionado fue el mas frecuente (Tabla 5
y Figura 11). Como Ala 69 estuvo presente en ambas cepas es esperado que
sea avirulento en el gen Rpi-blb2.
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Figura 11. Variantes alélicas de Avr-blb2. Numeros de lecturas que
abarcan el SNP del aa69 que es crucial para el reconocimiento por Rpi-
blb2.

Los resultados del secuenciamiento por PCR y clonamiento dieron las
variantes para la posicién 69 de aminoacidos en el caso de POX109 (47
colonias) fueron Ala, Val y Phe, y para POX067 (53 colonias) fueron Ala, Val,
lle y Phe (Figura 12).

POX@67_ADNc_Ala_(n_25) EAQEVIQSGRGDGYGGFWENVAQSTNKIVEREPDIKISKL IAAAKKAK

POX189_ADNc_Ala_(n_27) EAQEVIQSGRGDGYGGFWENVAQSTNKIVKREPDIKISKL IAAAKKAK

POX@67_ADNc_Val (n_186) EAQEVIQSGRGDGYGGFWENVVOSTNKIVKKPDIKIGKL I EAAKKAK
)

POX189_ADNc_Val (n_16 EAQEVIQSGRGDGYGGFWKNVVQSTNKIVKKPDIKIGKL TEAAKKAK
POX@67_ADNc_Tle (n_9) EAQEVIQSGRGDGYGGFWKNIIPSTNKITKKPDI KISKL TEAAKKAK
POX@67_ADNc_Phe_(n_3) EAQEVIQSGRGDGYGGFWKNVEPSTNKIIKKPDIKTISKL TAAAKKAK
POX189_ADMc_Phe (n_4) EAQEVIQSGRGDGYGGFWKNWVRPSTNKIIKKPDIKISKL TAAAKKAK

**V:-cm:-c:-c:-c:-c-c-c-c-c-c-c***** E :.-'::-':-':-c:-"-c_ WO R R

Figura 12. Variantes alélicas de Avr-blb2 en la posicion 69 via PCR seguido por
clonamiento y secuenciamiento de las cepas POX067 y POX109 es representado
por el rectangulo color verde. “n”: Representa los numeros de colonias

transformantes que se obtuvieron para cada cepa.
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e Variantes Avr-vnt1

Desde que sélo POX067 expresd Avr-vnt1 se pudo analizar las variantes
alélicas para el gen desde lecturas del ARNseq para esta cepa. Sélo una
variante de Avr-vnt1 fue encontrada. Esto difiere del gen PITG_16294 por una
sustitucion sinénima en la posicion 321 y del gen PITG_22547 por otra

sustitucion sinénima en la posiciéon 327 (Figura 13).

POX067_Avr-vntl
XM_002897316.1 PITG_16294
XM_002909709.1 PITG_22547

POX067_Avr-vntl
XM_002897316.1 PITG_16294
XM_002909709.1 PITG_22547

POX067_Avr-vntl
XM_002897316.1 PITG_16294
XM_002909709.1 PITG_22547

POX067_Avr-vntl
XM_002897316.1 PITG_16294
XM_002909709.1 PITG_22547

POX067_Avr-vntl
XM_002897316.1 PITG_16294
XM_002909709.1 PITG_22547

POX067_Avr-vntl
XM_002897316.1 PITG_16294
XM_002909709.1 PITG_22547

POX067_Avr-vntl
XM_002897316.1 PITG_16294
XM_002909709.1 PITG_22547

80 90 100 110 120 130 140
T S T T (P A E
TAACGACCCCGACCAAGTTAGCGAAGTTGACGGCTCCTGAATTCACAGACAACGAGAATCGTCAGCGTCG

Figura 13. Alineamiento de secuencia de ADN de las variantes de Avr-vnt1 en
POX067 (PITG_16294 y PITG_22547).
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5.1.5 Validacién de la expresién diferencial por RT-PCR

Avr-blb1

Cuando se realizé el analisis mediante PCR, con cebadores especificos, se
pudo estudiar todas las cepas, encontrando que POX096, POX106 vy
POX110 también pertenecian a IPIO-1. Ademas, que las cinco cepas
pertenecian a IPIO-2 e IPIO-3. Y que s6lo POX067 y POX109 pertenecian a
IPIO-4 (Figura 14). Este ultimo resultado se pudo confirmar mediante
secuenciamiento del producto de PCR y clonamiento teniendo un 99% de
identidad en el NCBI.

POX109 POX067 POX096 POX106 POXI110
S GEED GUED GEED GRED SR R mmm w20
a— — P s S W S s [PIO2
- - . —— D IPIO3
IPIO4

Figura 14. Variantes alélicas de IpiO para las cinco muestras Yungay
inoculadas con las cepas POX109, POX067, POX096, POX106 y POX110
mediante cebadores especificos.

Avr-vnti

Mediante la amplificacién del ADNc de las muestras con los cebadores Avr-
vnt1SP (Pel, 2010), resulté favorable en todos los dias para POX67 y no
para POX109 en el dia 3 (Figura 15).

Asi también, se probaron las tres cepas adicionales: POX096, POX106 y
POX110 (Figura 15), obteniendo que POX110 y POX106 fueron detectaron
en los 3 dpi, a diferencia de POX096 que sélo fue detectado a los 3 dpi.
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dia 1 dia 2 dia 3

Avr-vnt1

ef2-a

290X0Od

Avr3a

Avr-vnt1

ef2-a

601XO0Od

Avr3a

Avr-vnt1

ef2-a

960X0d

Avr3a

Avr-vnt1

ef2-a

901X0Od

Avr3a

Avr-vnt1

0L1XOd

ef2-a

Avr3a

Figura 15. Resultados de RT-PCR con cebadores Avr-vnt1SP (393pb), ef2a
(182pb), y Avr3a (169pb) de foliolos de Yungay inoculados con cepas POX067,
POX109, POX096, POX106 y POX110.
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5.1.6 Validacién de la expresién diferencial por qRT-PCR

La eficiencia de los cebadores estuvo en el rango de 99-100% (Figura 16).
Las muestras de ARN fueron colectadas al 1, 2 y 3 dpi, y analizamos la
expresién cinética de los genes efectores (PITG_21388: Avr blb1,
PITG_16294: Avr-vnt1, PITG_04085: Avr-blb2, PITG_14371: Avr3a y
PITG_22089: Avh9.1) y dos proteinas hipotéticas (PITG_17400,
PITG_11584), asi como el gen de referencia ef2a en estos puntos de tiempo
para todas las cepas de P. infestans. En todas las cepas el gen de referencia
fue detectado adecuadamente en el dia 3 (Figura 17), mientras claros picos
de “melting” fueron vistos por todos los genes efectores comenzando del dia
1 en todas las cepas, con las excepciones de PITG_16294 con POX109 sélo
en el dia 3, PITG_14371 con POX096 y POX110 desde el dia 2 y para
PITG_22089 con POX067 sblo en el dia 3. Los genes de proteinas
hipotéticas fueron detectados desde el dia 1 con POX109 y POX067, para el
caso de POX106 y POX110 fue desde el dia 2 y para POX096 s6lo en el dia
3. Las curvas de disociacion de los demas genes son mostradas en el Anexo
2. Como el gen de referencia fue expresado sélo al 3dpi so6lo fue posible
analizar la expresion en ese punto. Los genes efectores Avr-vnt1, Avr-blb1,
Avr-blb2, Avr-3a, Avh9.1. En acuerdo con el anadlisis de “cuffdiff”, el analisis
de gRT-PCR confirm6é que POX109 no expres6 el Avr-vnt1, mientras las
otras cepas lo hicieron. La expresion de este gen fue similarmente alta en
POX067 (p<0.05) comparado a los otros aislamientos. Similarmente, Avh9.1
fue silenciado en POX067 y expresado en las otras cepas, aunque a un nivel
muy bajo, diferencias estadisticas no fueron detectadas (Figura 18) (Anexo
3). Los otros tres efectores Avr (Avr-blb1, Avr-blb2 y Avr3a) fueron
expresados en todas las cepas en el mismo nivel, no siendo detectadas
diferencias estadisticas también.
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Figura 17. Curvas de disociacion con 1 pico. Ay B: PITG_16294: Avr-vnt1, C y D:
ef2a en el dia 3 para cepas POX 067, POX109, POX110, POX096 y POX106.
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Figura 18. Niveles de expresion relativa de genes PITG de P. infestans A. PITG_16294,
B. PITG_17400, C. PITG_11584, D. PITG_04085, E. PITG_21388, F. PITG_14371 y
G.PITG_22089 en “Yungay” al 3 dpi con cepas POX110, POX067, POX109, POX096 y
POX106. Niveles de expresidon fueron normalizados con el gen ef2a.*relativo a esa cepa.
Diferencias estadisticas significativas son mostradas por diferentes letras mostradas
encima de las barras.
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5.2 Identificacibn de cepas que expresan los genes Avr-vnt1 con la planta

transgénica Desiree [Rpi-vnt1.1]

5.2.1 Evaluacién Fenotipica: Se obtuvieron 4 eventos que fueron importantes
fenotipicamente por presentar al menos con una cepa la reaccion de
hipersensibilidad (RH): 5, 6, 12 y 55. Los tres primeros mostraron mayor
resistencia para la cepa POX109, en contraposicién a la cepa POX067; y
el ultimo evento 55 fue el mas importante debido a que con ambas cepas
presentd la reaccién de hipersensibilidad (RH) (Figura 19). En el caso de
los controles: Para la variedad susceptible Yungay la enfermedad infecté
el area foliar en 90-100%, sin embargo, para el caso de la variedad

resistente Lbr-40 se comportd resistente para ambas cepas, lo cual lo

diferencia del punto 5.1.

100
58 75
28 50
© &
= § 25
© 0 POX109
POX067
&
SRS

Figura 19. Agresividad de las cepas de P. infestans POX109 y POX067 en los
eventos transgeénicos 6, 2, 3, 13, 22, 55 en Desiree conteniendo el gen Rpi-vnt1.1.
Con controles susceptible Yungay y resistente Lbr40. La incidencia de la
enfermedad esta mostrada como el porcentaje (%) de area foliar afectada a los
5 dpi. Siendo graficado el promedio de las 5 repeticiones biolégicas.
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5.2.2 Evaluacion molecular de Plantas transgénicas Rpi-vnt1

Las muestras inoculadas con POX109 y POX067 fueron evaluadas en su
calidad de ARN.

Luego del RT-PCR, las muestras de los eventos transgénicos [Rpi-vnt1.1]
6, 2, 3, 13, 22 y 55 inoculados con POX109 y POX067 presentaron
expresion del gen Avr-vnt1 al 3er dpi (Figura 20.A). Asi mismo, se comparé
la expresidn del gen de avirulencia con la del gen de resistencia (Figura
20.B) gracias a la data proporcionada en Roman (2016) para tener un
completo panorama de la evaluacién. Ademas, las muestras control
Yungay presentaron la expresion de Avr-vnt1 en las cepas de POX109 y
POX067 al 3dpi (Figura 20.A) a diferencia del anterior evento de

inoculacién segun los resultados fenotipicos descritos en el punto 5.2.1.

Esta contradiccién nos llevo a secuenciar cDNA de POX109, del anterior
experimento que fue inoculado en Yungay, con el cebador SP-Avr-vnt1
(Pel, 2010), obteniendo que al 3 dpi si se presenta Avr-vnt1 en un bajo

nivel de significancia (97%).
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VI. DISCUSION

La era gendmica, provee una idea de los mecanismos y procesos para el
conocimiento de la patogenicidad de P. infestans (Fry et al., 2015). Los analisis de
la expresion genética de alto procesamiento por el secuenciamiento de bibliotecas
de ADNCc, microarreglos y la tecnologia de ARN-seq, son herramientas valiosas
para el estudio de las diferentes familias de genes presentes en la interaccidén
planta-patégeno (Raffaele et al., 2010), recientemente el ARN-seq ha emergido
como la tecnologia preferida para el analisis del transcriptoma y perfiles de
expresion génica, permitiendo estudiar los cambios de expresion en el patégeno
como en el hospedero, asi mismo via un ensamblaje de novo, permite identificar

genes en ausencia de un genoma de referencia de un oomiceto (Ward et al., 2012).

El reto de identificar genes Avr para la comprensién del patosistema papa-
Phytophthora infestans en el contexto peruano es importante para el disefio de
programas de diagndstico, prevencion y mejoramiento de la resistencia a P.
infestans. Asi, se escogi6é cepas de P. infestans diferenciados en sus patrones de
virulencia, y en sus respuestas fenotipicas, llevandose el ensayo en una variedad
de papa susceptible; gracias a esto se logrd una alta expresion de efectores. Asi,
mediante el andlisis del transcriptoma en condiciones de respuesta a la infeccién
en la planta, fueron identificados genes RXLR que exhibieron su patrén de
expresion en la fase biotréfica de infeccion, similar a lo estudiado previamente por
Haas et al. (2009) y Whisson et al. (2007). Por otro lado, perfiles comparables de
induccion durante la fase biotrofica han sido descritos para los genes efectores
RXLR de P. sojae (Wang et al., 2011).

El genoma completo de P. infestans presenta 17,797 genes codificantes de
proteinas. Su genoma esta compuesto por una serie de efectores y moduladores
con la capacidad de alterar la especificidad de la célula hospedadora (Haas et al.,
2009). En la presente investigacién fueron 13,139 genes transcritos activamente,
expresados en al menos una de las dos muestras susceptibles inoculadas con las
diferentes cepas de P. infestans pertenecientes al linaje clonal EC-1, estos
transcritos cubren un amplio rango de funciones ontolégicas de los cuales 210
fueron RXLR, también se presentaron proteinas hipotéticas, proteinas secretoras,
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proteinas estructurales, proteinas de transporte, endoglucanasas, proteinas de
choque térmico, entre otras. Esto sugiere la importancia de los elementos de
transcripcion en la activacion del sistema de defensa durante las interacciones
planta-patégeno (Siddappa et al., 2014). Asi por ejemplo, presenté genes CesA,
cuyas proteinas estan involucradas en la formacion del apresorio, estando
localizadas en el extremo de crecimiento de la estructura de infeccién, siendo un
elemento esencial para la patogenicidad (Grenville-Briggs et al., 2008), siendo en
este caso mas alto el nivel en POX109 comparado con POX067. En el caso de
proteinas Utiles para la patogenicidad, asi como las RXLR, se encuentran las
proteasas y los inhibidores de proteasas, asi en nuestro caso, picos mas altos se
muestran en los inhibidores de proteasas similar Ah-Fong et al. (2017), inhibiendo
proteasas del hospedero y facilitando su infeccién, como es el caso de los
inhibidores de Serinoproteasa. En el caso de los factores de transcripcion, los bZIPs
actian como dimeros, asi su actividad puede ser determinada por la combinacion
de etapas especificas y subunidades constitutivas (Ah-Fong et al., 2017), en
nuestro caso estuvieron presentes 15 proteinas bZIPs con bajos niveles de
expresion. Sobre las proteinas quinasas (n=491), que une grupo fosfato a la
proteina; y las fosfatasas (n=103), que elimina este grupo, la primera mostré6 mas
altos niveles de expresién comparado con la segunda, asi por ejemplo para el gen
PITG_09596 (quinasa) versus PITG_02038 (fosfatasa), mostro 6 veces mas de
expresion. En el caso de los transportadores de nutrientes, los grupos: Permeasa
aminoacidica auxina (n=37), y el de aminoéacido-poliamina-cationes organicos
(n=15), presentaron bajo nivel de expresidn, esto es ldgico ya que en el caso de las
esporas es poco probable que adquieran muchos de sus nutrientes desde el

exterior.

Entre las limitaciones del ARN-seq se encuentra que para la caracterizacion
funcional de genes faltan las secuencias homélogas en los dominios publicos (Guo
et al., 2016). Asi tenemos 1024 “gene id” sin nombre de gen que no han sido
considerados. También, las anotaciones funcionales estuvieron incompletas desde
que unigenes frecuentemente contenian sélo parte de la secuencia codificante de
la proteina (Ah-Fong et al., 2017), estos genes huérfanos estan localizadas en
areas del genoma de P. infestans que no fueron secuenciados, o si fueron

secuenciados, pueden haber sido incorrectamente ensamblados e incorrectamente
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anotados; otra posible razén es que ellos corresponden a ARNs no codificantes;
una tercer razon, que ellos representan secuencias de regiones no traducida (UTR)
que no fueron incluidas en los genes pronosticados; una cuarta razén es que ellos
corresponden a genes novel de esta cepa en particular; una quinta, es que ellos
son pseudogenes expresados; y una sexta razén puede ser, que ellos son
productos de empalme alternativo (Zuluaga et al., 2016).

En el presente estudio las cepas de P. infestans en el linaje clonal EC-1 mostraron
variacion de expresion de efectores, asi como variacion fenotipica de virulencia en
papa. Algunos estudios en poblaciones de P. infestans indican una baja diversidad
genética, representada por un linaje clonal dominante pero con alta diversidad de
virulencia (Delgado et al., 2013). Aqui se demuestra que la variacion es verdadera
entre cepas a nivel fenotipico y de expresién del gen. Algunas diferencias de
expresion entre las dos cepas, pueden indicar que algunos efectores pueden ser
esenciales para la infeccion de la papa, y no deben ser perdidos para su correcto
reconocimiento (Fry et al., 2015). Asi diferentes niveles de interaccion entre genes
Rpi-/Avr- pueden reflejar la activacion de diferentes vias de defensa cuya activacion
esta reflejada en diferentes mecanismos (Pel, 2010). De las cinco cepas probadas,
sé6lo la POX109 presenté el silenciamiento génico y no expresé completamente el
gen Avr-vnt1. Ademas, cuando la misma cepa fue re-cultivada para el ensayo con
transgénicos (Rpi-vnt1.1) presentd, en contraposicidn al resultado anterior,
expresion del gen Avr-vnt1 en POX109 y en POX067 cuando fue inoculada en el
cultivar susceptible y en el evento transgénico. Con respecto a los eventos
transgénicos se observd un incremento de expresion a partir de 1 dpi, permitiendo
ser reconocido por el gen de avirulencia (Roman, 2016). Estudios sobre la
expresion del gen R mostré variedad de niveles de induccién dependiendo del
genotipo de la papa y la cepa de P. infestans usada. Asi en una interaccion
incompatible, la expresion del gen Rpi-phu1 mostré ser inducida 1 dpi en lineas
mejoradas diploides pero no en lineas mejoradas tetraploides (Sliwka et al., 2006),
mientras otras lineas de papa no mostraron induccién durante la interaccidén
incompatible, pero mostraron una induccién tardia (dia 5) durante una interaccion
compatible (Stefanczyk et al., 2017). Por lo tanto, la relacién de la expresién del gen
Rpi-vnt1.1/ Avrvnt1 parece depender de la interaccion especifica entre el genotipo

de la papa y la cepa de P. infestans.
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Mayor investigacion es necesaria para estudiar el patrén de expresion de Avr-vnt1.
Asi, cambios similares en estado de expresidén del gen Avr de la misma cepa ha
sido mostrado en P. sojae (Na et al., 2014). Esta es una explicacién atractiva para
el fendmeno observado comunmente en el cambio de patrones de virulencia en la
interaccion papa — P. infestans. Ademas, la misma cepa puede tener alterada la
expresion del gen luego de su colecta en medio de cultivo. Pudiendo asi, los
procedimientos de almacenamiento de las cepas en medios artificiales y/o su
multiplicacion en rodajas de papa u hojas antes de ser utilizados en experimentos
de adaptacion del hospedero, influenciar en los resultados de virulencia y
agresividad (Zarzycka, 1996; 2001). Asi también, las condiciones experimentales
para preparar el inéculo de P. infestans, pudieron resetear la expresion del gen Avr-
vnt1. Foster et al 2009 y Pel (2009) usaron Agar Rye B y altas concentraciones de
in6culo (50,000 esporangios / mL) mientras que nosotros usamos rodajas de papa
y 3,000 esporangios / mL). Asi mismo, la virulencia (ganancia o pérdida) puede ser
afectada por los cambios durante la reproduccion asexual (Samen et al., 2003).
Estos cambios no son resultado de alteraciones de la secuencia de ADN del gen
Avr. Sino que puede ocurrir a través de la adquisicion o la evolucion de un efector
epistatico que suprime el evento de la activacion inmunolégica causado por el
efector Avr. Otra manera es por la alteracion de su expresién génica, basado en
epialelos idénticos, que pueden existir en varios estados transcripcionales variando
en su expresion, los cambios epigenéticos que no dependen de cambios en las
secuencias de ADN es la mas acertada explicacion para los cambios reversibles en
la virulencia. Estas soluciones adaptativas beneficia la conservacion de la
secuencia del gen Avr por si misma (Na & Gijzen, 2016).

El silenciamiento de genes efectores, especialmente los del tipo de efectores RXLR,
es aparentemente un importante mecanismo de regulacion de la
virulencia/avirulencia en estas cepas. Esto ha sido mostrado en el silenciamiento
de Avr-vnt1 que lleva al escape del reconocimiento por el gen R Rpi-vnt1 en el linaje
clonal EC-1, siendo s6lo uno probado de este linaje (Pel et al., 2009; Foster et al.,
2009; Pel, 2010). Similar estudio fue realizado por Stefanczyk et al. (2017) quien
concluye que esta inactivacién no es una simple caracteristica genética para una
cepa de P. infestans (variacion en las regiones promotoras, genes regulatorios o

silenciamiento génico) es mas la habilidad para reaccionar a factores ambientales
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especificos y depende especialmente del reconocimiento del gen Rpi del genotipo
de la papa para la activacion de la RH. Con respecto al gen de resistencia Rpi-vnt1,
éste fue clonado de las especies de Sur América S. venturii (Foster et al., 2009) y
luego fue mostrado que Rpi-phut originario de Solanum phureja (Zimnoch) es
idéntico a Rpi-vnt1.1 (Pel, 2010), el grupo de papa Phureja ha sido comunmente
cultivado en los Andes, pudiendo ser posible que el silenciamiento de Avr-vnt1 sea
un resultado de la co-evolucion. Sin embargo, se desconoce si este gen de
resistencia es comun en la totalidad de genes de Phureja. La regulacién epigenética
de la expresion del gen de Avr puede servir como un mecanismo reversible el cual
permite la conservacion de genes Avr para su uso futuro (Gijzen et al., 2014). Asi
mismo, efectores pueden ser duplicados y mutados, y las copias pueden ser
silenciadas sin comprometer la eficiencia de la infeccion del patégeno. Stefanczyk
et al. (2017) detecté mediante qRT-PCR expresidn de Avr-vnt1 en cepas virulentas
de una linea mejorada sin el gen Rpi-phut, pero no detecté expresion cuando las
mismas cepas infectaron lineas mejoradas con el gen Rpi-phul. El silenciamiento
al 2 dpi y su posterior activacion al 3 dpi, no result6 en resistencia. En nuestro caso,
en el cultivar susceptible, el silenciamiento fue confirmado por gqRT-PCR al 3 dpi
para POX109, mostrando una reduccién escalonada (lzarra et al., 2014). A través
de todos los estudios, incluyendo los nuestros, la expresion del gen Avr-vnt1 ha
sido muy baja en las cepas virulentas y no existe evidencia clara aun si ésta
deteccidn en plantas de papa sin los genes Rpi-vnt1.1 o Rpi-phu.1 reflejan un real
cambio en la expresidén. Estas variaciones enfatizan por qué el control de P.
infestans permanece como un problema para la seguridad alimentaria (Fry et al.,
2015). Con respecto a las variaciones de SNPs sélo fue analizado POX067, pero
se piensa acorde a anteriores trabajos (Yin et al., 2017; Pel, 2010; Rietman et al.,
2012), que las substituciones no influenciaron la funcién del gen Avr-vnt1.

Para Avr3a, en nuestros resultados no se evidencia silenciamiento ni diferencias
significativas en la expresién entre las dos cepas. En contraposiciéon a lo hallado,
en las variedades de cepas de P. sojae se mostrd silenciamiento y las que fueron
avirulentas en el cultivo de soya expresaron Avr3a (Qutob et al., 2009). En las
poblaciones de P. infestans, Avr3a tiene dos variantes alélicas mayores codificando
las proteinas AVR3aK' y AVR3afM, siendo el primero de estos el que induce la
resistencia mediada por R3a (Armstrong et al., 2005). El silenciamiento en este gen
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esta ligado a los pequefios ARN, que se posicionan en transposones y genes de
familia de efectores (Na & Gijzen, 2016) que previene la acumulacién del patégeno
y el progreso de la enfermedad (Sanju et al., 2015). Experimentos mediante el
silenciamiento artificial por micro RNA de interferencia del gen Avr3aen P. infestans
demuestran una resistencia moderada al TT (Sanju et al., 2015; Thakur et al., 2015).

Para Avr-blb1, mediante ARNseq s6lo fue detectado IpiO71(Clase I), pero mediante
RT-PCR fue detectado IpiO1, IpiO2 (Clase I), IpiO3 (Clase Il) e IpiO4 (clase
[Il),siendo ambos métodos complementarios no excluyentes (Costa et al., 2013).
IpiO4 no sélo elude la deteccion por RB, sino también es capaz de inhibir la RH
mediada por IpiO1. Sin embargo, aun no se saben los efectos de IpiO2 ni IpiO3
(Halterman et al., 2010), por lo tanto no podriamos llegar a la conclusion que el gen
RB no seria util para programas de mejoramiento de la resistencia para las cepas
EC-1 probadas. Mayor investigacién es necesaria con el gen RB, ya que es
pensado que con ingenieria genética introduciendo el gen RB homodlogo de
especies silvestres de S. pinnatisectum, que no mostraron interaccion con IPI1-O1
ni IP1-O4, se podria escapar de la supresiéon de la resistencia por IPI-O4 (Chen et
al., 2012).

Para Avr-blb2, el aminoacido numero 69 de la proteina AVRbIb2 es critico en el
reconocimiento por Rpi-blb2, de modo que los homdlogos AVRbIb2 que son
reconocidos por Rpi-blb2 tienen Val, Ala o lle, y los que no son reconocidos tienen
Phe (Oh et al., 2009). Una de las cepas estudiadas POX067, que expresoé variantes
Ala'y Phe (via ARN-seq) y Ala, lle, Val y Phe (via secuenciamiento de los productos
del RT-PCR), fue probada para ver si la virulencia cambiaba por la sobre-
inoculacién con P. infestans. Sin embargo, no se registraron cambios en las
respuestas. Sugiriendo que ambas variantes avirulentas y virulentas pueden tener
importantes roles en la patogenicidad (Orbegozo et al.,, 2016). Este resultado
sugiere que estas cepas podrian hacer avirulentes a las plantas de papa con el gen
Rpi-bib2.
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Vil. CONCLUSIONES

Se logré identificar efectores de P. infestans con expresion diferencial (n=8) y
ausencia de expresién en el linaje clonal EC-1. Algunos de los efectores

identificados tienen una funcién conocida como genes de avirulencia.

Los efectores presentes en las POX067 y POX109 cepas contienen el mismo
perfil de SNP para Avr-blb2'y Avr-blb1. Por lo tanto, la variabilidad alélica no

tuvo predominancia frente a la variabilidad de expresién de genes.

El silenciamiento de genes de avirulencia, como Avr-vnt1 sugiere que los genes
de resistencia Rpi-vnt1.1 no serian funcionales en cepas presentes en el Peru.
En cambio, los genes Avr-blb1y Avr-bl2 si podrian ser Utiles en el desarrollo del

mejoramiento genético para resistencia.
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VIlIl. RECOMEDACIONES

En la presente investigacion para las muestras de hoja de Yungay inoculadas
con las cepas POX109 y POX067, se utilizé toda la hoja para el
secuenciamiento de ARNseq. En este punto hubiese sido mejor inocular
puntualmente y cortar solo los trozos inoculados. Para que haya mayores
lecturas mapeadas al genoma de referencia, es decir mayor cantidad de genes
detectados a nivel de expresion.

Para poder tener un completo analisis de lo que ocurre en el patosistema
planta-patégeno, se recomienda analizar mas cepas del mismo linaje clonal.
Ademas, incluir cepas que no tengan expresion de Avr-vnt1 en el campo y
chequear que sucede luego de su almacenamiento.

Repetir este ensayo un par de veces mas, para ver determinar la
reproducibilidad del silenciamiento de Avr-vnt1.

Es recomendable incluir mas repeticiones bioldégicas ya que el minimo
necesario para estudios de expresion génica son 3.

Los métodos de expresion génica cualitativos (RT-PCR) y cuantitativos (ARN-
seq y qRT-PCR) se utilizan de diferentes maneras, el RT-PCR dutil para un
chequeo rapido de presencia y/o ausencia, tanto éste como el gRT-PCR
dependen del buen disefio de los cebadores. En el gRT-PCR se puede obtener
la estimacion de la abundancia de transcritos de sélo el gen de interés mediante
utilizacién de controles negativos para normalizar la expresion y mediante ARN-
seq se puede obtener la expresién diferencial de genes. Entre los beneficios
del ARN-seq versus qRT-PCR evita la saturacion por senales de fluorescencia
y permiten obtener un panorama mas global de los genes activados y/o
reprimidos sin restringirse a genes previamente caracterizados.

El método de transformacién génica sera el método de validacion si los genes
de resistencia resultan eficientes en el ambiente ante cada patégeno.
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Anexo 3. Resultados de ANOVA para los genes de la tabla 2 analizadas sus
expresiones relativas por el programa SAS®.

a. PITG 16294

Sum of
Source DF Squares Mean Square  F Value Pr>F
Model 4 1.49384240 0.37346060 310.88 <.0001
Error 5 0.00600650  0.00120130
Corrected Total 9  1.49984890

R-Square Coeff Var  Root MSE Y Mean

0.995995 12.78487  0.034660 0.271100

Source DF  AnovaSS Mean Square F Value Pr>F

tra 4  1.49384240 0.37346060 310.88 <.0001

b. PITG 17400

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 758.5143844 189.6285961 7.79 0.0224
Error 5 121.7253060 24.3450612
Corrected Total 9 880.2396904

R-Square Coeff Var  Root MSE Y Mean

0.861713  73.88989  4.934071  6.677600

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

tra 4 758.5143844  189.6285961 7.79 0.0224
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c. PITG 11584

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 2553717740 6.38429435 1.36 0.3666
Error 5 23.53724900 4.70744980

Corrected Total 9 49.07442640

R-Square Coeff Var  Root MSE Y Mean

0.520376  166.7178 2.169666  1.301400

Source DF Anova SS Mean Square FValue Prs>F

tra 4 2553717740  6.38429435 1.36 0.3666

d. PITG_04085

Sum of
Source DF Squares  Mean Square F Value Pr>F
Model 4 13.53729260  3.38432315 0.69 0.6278
Error 5 24.40767500 4.88153500

Corrected Total 9 37.94496760

R-Square Coeff Var  Root MSE Y Mean

0.356761 131.2942  2.209420 1.682800

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

tra 4 13.53729260 3.38432315 0.69 0.6278
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e. PITG_21388

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 32.96050240 8.24012560 0.69 0.6269
Error 5 59.28859050 11.85771810
Corrected Total 9 92.24909290
R-Square Coeff Var  Root MSE Y Mean
0.357299  171.8401  3.443504  2.003900
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
tra 4 32.96050240 8.24012560 0.69 0.6269
PITG 14371
Sum of
Source DF Squares Mean Square  F Value Pr>F
Model 4 2.50550260 0.62637565 1.31 0.3786
Error 5 2.38382100 0.47676420
Corrected Total 9  4.88932360
R-Square Coeff Var  Root MSE Y Mean
0.512444  98.52756  0.690481  0.700800
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
tra 4 2.50550260 0.62637565 1.31 0.3786
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g. PITG_22089

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 2.01301640 0.50325410 2.91 0.1363
Error 5 0.86570850 0.17314170
Corrected Total 9 2.87872490

R-Square Coeff Var  Root MSE Y Mean

0.699274  92.90087 0.416103  0.447900
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
tra 4 2.01301640 0.50325410 2.91 0.1363
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