Rﬁvﬁm Revista Peruana de Biologia
ISSN: 1561-0837
PERUANA DE

[romeroc@unmsm.edu.pe
mm Universidad Nacional Mayor de San

Marcos

Pera

Roman, Maria Lupe; Rivera, Cristina; Orbegozo, Jeanette; Serna, Fernando; Gamboa,
Soledad; Perez, Willmer; Suarez, Victor; Forbes, Greg; Kreuze, Jan; Ghislain, Marc
Resistencia a Phytophthora infestans linaje clonal EC-1 en Solanum tuberosum mediante
la introduccion del gen RB
Revista Peruana de Biologia, vol. 22, nim. 1, abril-, 2015, pp. 63-70
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Lima, Perd

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=195038591002

Coémo citar el articulo I &\ /"

Numero completo Sistema de Informacién Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1950
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1950
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=195038591002
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=195038591002
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=1950&numero=38591
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=195038591002
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1950
http://www.redalyc.org

Revista peruana de biologia 22(1): 063 - 070 (2015) ISSN-L 1561-0837
doi: http://dx.doi.org/10.15381/rpb.v22i1.11122 FacuLTAD DE CIENCIAS BloLoGIcAs UNMSM

TRABAJOS ORIGINALES

Resistencia a Phytophthora infestans linaje clonal EC-1 en Solanum tuberosum mediante
la introduccion del gen RB

Resistance to Phytophthora infestans EC-1 clonal lineage in Solanum tuberosum by introducing
the RB gene

Maria Lupe Roman, Cristina Rivera, Jeanette Orbegozo, Fernando Serna, Soledad Gamboa, Willmer
Perez, Victor Suarez, Greg Forbes, Jan Kreuze y Marc Ghislain

Laboratorio de Biotecnologia Aplicada, Centro Internacional de la Papa (CIP), Apartado 1558, Lima 12, Peru.
E-mail Maria Lupe Roman: m.roman@cgiar.org

E-mail Cristina Rivera: c.rivera@cgiar.org

E-mail Jeanette Orbegozo: jorbegozoramirez@gmail.com
E-mail Fernando Serna: fserna@inia.gob.pe

E-mail Soledad Gamboa: s.gamboa@cgiar.org

E-mail Willmer Pérez: w.perez@cgiar.org

E-mail Victor Suarez: v.suarez@cgiar.org

E-mail Greg Forbes: g.forbes@cgiar.org

E-mail Jan Kreuze: j.kreuze@cgiar.org

E-mail Marc Ghislain: m.ghislain@cgiar.org

Resumen

Una de las opciones para el control de la enfermedad del tizon tardio de la papa es el desarrollo de variedades resistentes a
Phytophthora infestans mediante la transferencia directa de genes de resistencia (R) por ingenieria genética. En el siguiente
trabajo de investigacion, se uso el gen RB de Solanum bulbocastanum, el cual otorga un amplio espectro de resistencia a
razas de P. infestans. Para dicho fin, se transformé genéticamente via Agrobacterium la variedad susceptible de papa De-
siree (Solanum tuberosum) con el vector binario pCIP68 que contiene el gen RB. Como resultado, se obtuvieron 19 plantas
transformadas con el gen RB, confirmadas por la prueba de resistencia a kanamicina y por la prueba de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Las 19 plantas transgénicas fueron sometidas a infeccion en invernadero bajo condiciones de bi-
oseguridad con el aislamiento POX067 de P. infestans perteneciente al linaje clonal EC-1 que es dominante en el Perd. Tres
de las 19 plantas ([RB]54, [RB]56 y [RB]70) presentaron un alto nivel de resistencia al aislamiento POX067 de P. infestans.

Palabras clave: Phytophthora infestans; gen RB; papa; transgénico; gen R.
Abstract

One of the most efficient options for the control of late blight disease in potato (Solanum tuberosum) is the development of
resistant varieties to Phytophthora infestans mediated by the direct transfer of resistance (R) genes through genetic engineering.
In the present work, we used Solanum bulbocastanum RB gene to confers broad spectrum resistance to P. infestans races. To
that end, Agrobacterium - mediated genetic transformation was used to transform a susceptible potato variety, Desiree, with
the binary vector pCIP68 harboring the RB gene. As a result, 19 transformed plants containing the RB gene were obtained.
kanamycin resistance test and polymerase chain reaction (PCR) assays confirmed the integration of the T-DNA in the potato
genome. The 19 transformed plants, also called transgenic events were subjected to infection under biosafety greenhouse
conditions. Phytophthora infestans isolate POX067 of the EC-1 clonal lineage, commonly find in Peru, was used for the
infection. Three of the 19 plants ([RB]54, [RB]56 and [RB]70) show high resistance levels to isolate POX067 of P. infestans.

Keywords: Phytophthora infestans; RB gene; potato; transgenic; R gene.
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Introduccion

La papa, Solanum tuberosum L., originaria de la zona sur del
Pert (norte del Lago Titicaca), es cultivada en los Andes perua-
nos hace mds de 7000 afios (Spooner & Hetterscheid 2006). A
nivel mundial este cultivo estd considerado dentro de los cuatro
alimentos bdsicos junto con el trigo, el maiz y el arroz. Esto se
debe al importante valor nutritivo que posee: alto contenido de
vitamina C, B1, B3, B6 y de aminodcidos adecuados para las
necesidades humanas (FAO 2010, MINAGRI 2012). En Lati-
noamérica, Perd es uno de los principales productores de papa,
con una produccién promedio de 3.58 millones de toneladas y
con un rendimiento promedio de 13.3 t/ha (MINAGRI 2012).

La principal amenaza biol4gica que ataca a este cultivo es el
oomycete Phytophthora infestans (Mont.) de Bary causante de la
enfermedad del tiz6n tardio de la papa, responsable de la pérdida
del 10 - 15% de la produccién global por afio (Gebhardt &
Valkonen, 2001). El valor econdmico de esta pérdida y el costo
de proteccion del cultivo se estima en 6 mil millones de délares
anuales (Haas et al. 2009). La medida mds usada para contra-
rrestar estas pérdidas es la aplicacion de fungicidas. Sin embargo
este método de control presenta un sinnimero de desventajas
como el dificil acceso a este producto, el costo elevado para los
agricultores de escasos recursos econémicos, los efectos negativos
en la salud humana debido al uso inadecuado de estos quimicos
como es el caso del metalaxyl, y la aparicién de nuevas razas resis-
tentes a este fungicida (Fry 2008, Barona 2009). Este patégeno
posee un alto potencial evolutivo debido a la plasticidad de su
genoma (McDonald & Linde 2002) promoviendo la variacién
genética y aparicion de poblaciones nuevas y agresivas (Raffaele
etal. 2010). Otra fuente importante de variacién en P infestans
es la reproduccién sexual o recombinacién entre dos tipos de
apareamientos Al y A2, complicando ain mds el control del
causante del tizén tardio.

Por otro lado, se ha reportado resistencia natural y duradera
a P infestans en la especie silvestre diploide Solamun bulbo-
castanum originaria de México. Esta resistencia estd asociada
con el gen Rpi- blb1 también denominado gen RB presente
en el cromosoma VIII de S. bulbocastanum (Song et al. 2003,
Colton et al. 20006). El gen RB codifica una proteina de 970
aminodcidos, perteneciente a la clase de proteinas R que exhi-
ben dominios CC-NBS-LRR. Estos dominios estdn implicados
en las funciones de interaccién con los efectores del patégeno
desencadenando la respuesta hipersensible (Vleeshouwers et al.
2008, Champouret et al. 2009). Debido a la incompatibilidad
sexual entre S. bulbocastanum y S. tuberosum, se desarrollaron
hibridos somdticos por fusién de protoplastos entre esta especie
silvestre y variedades de papa comerciales logrando obtener re-
sistencia similar al clon PT29 de S. bulbocastanum (Helgenson
etal. 1998). Sin embargo, en ensayos de campo llevados a cabo
en los Estados Unidos de América (USA) y México entre 1995
y 2002 se observé que P infestans logré esporular en cultivares
de papa derivadas del clon PT29. Esto significa que este feno-
tipo estarfa reprimiendo pero no eliminaria los sintomas de la
enfermedad, debido a esto la resistencia asociada a este material
se denomind resistencia parcial, siendo efectiva para el uso en
programas de mejoramiento para resistencia a este oomyceto
(Dorrance et al. 2001).

Como alternativa al largo tiempo que se necesita para conferir
resistencia al tizén tardio mediante los métodos convencionales

del mejoramiento genético de papa, la efectividad y rapidez de
la transferencia directa de genes mediante A. rumefaciens resultd
una herramienta atractiva, y que conllevd a la obtencién de plan-
tas de papa transformadas con el gen RB a partir de las variedades
Katahdin, Superior, Russet Burbank, entre otras. Estas plantas
muestran altos niveles de resistencia a diversos linajes clonales
de P infestans: US-1 (Kuhl et al. 2007, Song et al. 2003), US-8
(Song et al. 2003, Kramer et al. 2009), US-10 (Halterman et
al. 2008), US-14 (Bradeen et al. 2009), predominantes en USA,
tanto en pruebas de invernadero como en campo.

En la actualidad, han aparecido nuevos linajes clonales en
América del Norte como: US-22 (Kawchuk et al. 2011), US-
23 (Hu et al. 2012) y US-24 (Kalischuk et al. 2012). El linaje
clonal antiguo US-1 aun predomina en Africa subsahariana, asi
también como el nuevo linaje clonal KE-1 (Pule et al. 2013). En
el Pert, el linaje clonal EC-1 demostrd ser agresivo y resistente
a metalaxil (Perez et al. 2009).

El presente trabajo tiene como objetivo obtener plantas trans-
génicas de papa de la variedad Desiree por la incorporacién del
gen RB via A. tumefaciens resistentes al aislamiento POX067 de
P infestans pertenecientes al linaje clonal EC-1, predominante
en Sud América (Ecuador, Pertt).

Materiales y métodos

Material bacteriano.- Se utilizé Agrobacterium tumefaciens
cepa EHA105 que contiene el vector binario pCIP68. El
ADN de transferencia de este vector posee la secuencia codifi-
cante, promotora y terminadora del gen RB (accesion GenBank
AY336128.1) y la secuencia codificante del gen neomicina
Josfotransferasa 11 (nptll) como marcador de seleccién bajo la
regulacién de la secuencia promotora y de poli-adenilacién del
gen nopalina sintasa de A. tumefaciens (P Nos y pA Nos) (Fig. 1).

Material vegetal.- Plintulas iz vitro de Solanum tuberosum
var. Desiree (CIP800048) fueron obtenidas del Banco /2 Vitro
del Centro Internacional de la Papa.

Aislamiento del patégeno.- El aislamiento POX067 de
Phytophthora infestans, perteneciente al linaje clonal EC-1 con
tipo de apareamiento Al fue aislado de la variedad susceptible
Amarilis en el 4rea de Oxapampa, departamento de Pasco, Perti
en el afio 2000. (Villamén et al. 2005). La concentracién uti-
lizada en cada inoculacién fue de 3000 esporangios/mL.

Propagacion in vitro.- Se cortaron los segmentos vegetales
que se encuentran entre los peciolos y tallos (nudos) del tercio
superior de cada pldntula. Estos fueron colocadas en magentas
conteniendo 70 mL de medio semis6lido de propagacién (4.3
g/L de Murashige & Skoog, 25 g/L de sucrosa, 0.12 g/L de
tiamina, 0.6 g/L de glicina, 0.15 g/L de 4cido nicotinico, 0.15
g/L de piridoxina, 0.02 g/L de 4cido giberélico, 2 g/L de gelrite
y pH 5.6) y fueron incubadas por 3 semanas en cdmaras de
crecimiento a las siguientes condiciones ambientales: 20 — 22
°C, 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad de fotoperiodo,
3000 lux de intensidad luminica y a un rango de 60 - 70% de
humedad relativa.

Transformacién genética de papa.- La transformacion fue
via organogénesis directa, siguiendo el protocolo de Medina-
Bolivar y Cramer C. (2004) con modificaciones para Solanum
tuberosum var. Desiree. Se tomaron los segmentos internodales
de tallos de plantas de 4 semanas de edad propagadas in vitro en
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magentas, los cuales fueron cortados con una cuchilla estéril que
fue puesta en contacto con A. tumefaciens (vector pCIP68). El
crecimiento de A. tumefaciens fue a 28 °C por 48 horas en el me-
dio semisdlido Luria-Bertani (LB) suplementado con 100 mg/L
de kanamicina. Los entrenudos infectados fueron colocados en
el medio de co-cultivo semisélido (4.3 g/L de sales Murashige
& Skoog, 25 g/L de sucrosa, 30 mg/L de acetosiringona, 2 g/L
de gelrite, y pH 5.6) por 24 horas en oscuridad a 18 — 22 °C.
Luego fueron transferidos al medio de regeneracién (4.3 g/L
de sales Murashige & Skoog, 20 g/L de sucrosa, 0.02 mg/L de
4cido giberélico, 0.02 mg/L de 4cido acético naftaleno, 2 mg/L
de ribosido de zeatina, 100 mg/L de kanamicina, 250 mg/L de
carbenicilina, 2 g/L de gelrite, y pH 5.6). Los explantes fueron
cambiados a medio fresco cada 15 dias y colocadas en las mismas
condiciones de temperatura, humedad relativa y fotoperiodo que
las usadas en la propagacién in vitro. Después de 6 semanas, los
regenerantes de 1 cm de altura fueron cortados y colocados en
tubos conteniendo medio de propagacién. Para evitar clones se
cortd 1 regenerante por explante transformado.

Prueba de Resistencia a kanamicina.- Se cortaron segmen-
tos de hojas de los posibles regenerantes transformados y fueron
colocados en el medio de formacién de callos (4.3 g/L de sales
Murashige & Skoog, 20 g/L de sucrosa, 20 g/L de manitol, 0.5
g/L de MES, 0.5 g/L de PVP, 0.2 g/L de glutamina, 0.04 g/L
de adenina-sulfato, 1 ml/L de vitaminas GAP, 1 mg/L de 4cido
acético naftaleno, 0.1 mg/L de 6-Bencyl-aminopurina, 200 mg/L
de kanamicina, 2 g/L de gelrite, y pH 5.6). Se usaron segmentos
de hojas de planta no transformada como control negativo y
segmentos de hojas de planta transformada que contiene el gen
neomicina fosfotransferasa (7p#/l) como control positivo (WIK).
Este medio tiene la habilidad de inducir el desarrollo de callos en
los explantes. La evaluacidn se realizé a las 4 semanas, durante
este tiempo las placas que contienen el medio de formacién de
callos con las muestras de hojas fueron sometidas a las mismas
condiciones ambientales de propagacién in vitro.

Caracterizacién molecular por Reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR).- Se extrajo ADN gendémico a partir de
50 mg de hojas de plantas de papa resistentes a kanamicina y
del control no transformado siguiendo el protocolo de Doyle y
Doyle (1990). Para la prueba de PCR se usaron cebadores que
amplifiquen a ambos genes: npt/l y RB. Cebadores para el gen
nptll: Km-1 S: 5°-ACG ATT CCG AAG CCC AAC C-3’y

Figura 1. Vector binario pCIP68. LB, borde izquierdo; gen RB;
intron del gen RB con un tamaio de 679 pb; CDS, secuencia codi-
ficante del gen RB con un tamafio de 3,589 pb; pA Nos, secuencia
de poli-adenilacion de la nopalina sintasa de A. tumefaciens; nptl,
gen neomicina fosfotransferasa; P Nos, promotor de la nopalina
sintasa de A. tumefaciens; RB, borde derecho; ColE1, sitio de
replicacién de E. coli; oriV, sitio de replicacion de A. tumefaciens;
IS1, secuencia de insercion. Flechas rojas indican posiciéon de
los cebadores para cada gen nptlly RB.

Figure 1. Binary vector pCIP68. LB, left border; RB gene, RB
gene intron with a size of 679 bp; CDS, coding sequence of
the RB gene with a size of 3,589 bp: pA Nos, poly-adenylation
sequence of the nopaline synthase of A. tumefaciens; nptll,
neomycin phosphotransferase gene; P Nos, nopaline synthase
promoter of A. tumefaciens; RB, right border; ColE1, replication
site of E. coli; oriV, replication site of A. tumefaciens; 1S1, insertion
sequence. Red arrows indicate positions of the primers for each
gene nptll and RB.

Km-1A: 5-TCCTGT CAT CTCACCTTG CTC C-3’, con
un tamafio de amplicén de 597 pb y temperatura de hibridacién
de 55 °C. Cebadores que amplifiquen para el gen RB: RGA S:
5-TCCTGT TTG ATG GTG GTT CCG A-3’y RGA A: 5’-
CTT CCC TTC CTT TCT CGC CA-3, con un tamafno de
amplicén de 299 pb y temperatura de hibridacién de 54 °C. Los
componentes por reaccién del PCR se mezclaron en un volumen
final de 15 pL donde se colocé 10.6 pL de agua libre de nucleasas,
1.5 pL de tampén de PCR 10X (New England Biolabs’), 0.3
pL ANTPs 10 mM (Promega®), 0.75 pL de cebadores sentido y
antisentido (5 pM), 0.0375 pL de taq 5 U/ pL (New England
Biolabs) y 1 pL de ADN molde (100 ng). Las pruebas de PCR
se llevaron a cabo en el termociclador de Applied Biosystem.
El protocolo de PCR consistié de los siguientes 3 pasos: (1)
denaturacién inicial: 94 °C por 1 minuto, (2) denaturacién:
94 °C por 1 minuto, hibridacién (segin el cebador) 54/55 °C
por 1 minuto, extensién: 72 °C por 1 minuto por 35 ciclos y
(3) extensi6n final: 72 °C por 10 minutos. Se corrieron los pro-
ductos de PCR en un gel de agarosa al 1% tenido con bromuro
de etidio y luego se tomaron imdgenes de los geles haciendo
uso del transiluminador de UV EpiChemi3 Darkroom. Para
comparar el tamafio de los amplicones se usé como patrén de
peso molecular al marcador Lambda digerido con Ps.

Las plantas transformadas confirmadas por las pruebas de
resistencia a kanamicina y por la prueba de PCR se denominaron
eventos transgénicos con su cédigo correspondiente.

Trasplante del material bajo condiciones de inverna-
dero.- Los eventos transgénicos y testigos o plantas controles
fueron aclimatados a condiciones de invernadero en el Labo-
ratorio de Bioseguridad del Centro Internacional de la Papa.
Se trasplantaron 12 pldntulas propagadas in vitro por evento
y se colocaron en pequefios discos de sustrato conocido como
Jifty-7° (Jiffy Products International BV) por 15 dias o hasta que
enraizaron. Luego, los Jiffy-7° fueron trasplantados a macetas
de plastico con el sustrato de cultivo PRO-MIX' (Premier Tech
Horticulture), obteniendo 4 macetas por evento transgénico.
El riego fue semanal directo al sustrato. Pasados 4 meses se
cosecharon los tuberculillos de estas plantas pertenecientes a la
primera generacién vegetativa. Del mismo modo descrito ante-
riormente, se sembraron 12 tuberculillos uniformes repartidos
en 4 macetas por cada evento, generando plantas de segunda
generacién vegetativa. Pasados los 45 dias estas plantas fueron
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infectadas con el aislamiento POX067 de P inféstans como se
detalla a continuacién.

Ensayos de infeccién en planta completa.- Las pruebas
de infeccién fueron realizadas bajo condiciones de invernadero
(17 = 18 °C de temperatura y 80 — 100% de humedad relativa)
6ptimas para el desarrollo de la enfermedad. Se inoculé mediante
aspersion, 3000 esporangios/mL del aislamiento seleccionado
en el envés de los foliolos de cada planta (eventos transgénicos
y testigos). Se utilizaron los siguientes testigos de Solanum tu-
berosum; como control positivo, el clon resistente a tizén tardio
LBr40 (CIP387164.4); como controles negativos, la variedad
de Desiree no transformada y la variedad Yungay (CIP002236).
Cada planta fue cubierta con una bolsa pldstica para crear un
microclima extremo con mayor humedad. Las lecturas se real-
izaron al quinto dia después de la infeccién mediante inspeccion
visual, evaluando el porcentaje de severidad del 4rea del tejido
dafado o necrosado en la planta. Los valores del porcentaje de
dafo se encuentran en el rango de 0 — 100%.

Andlisis de datos.- Los datos de porcentaje de dano de los
eventos fueron ajustados a la escala de Malcolmson (Cruickshank
et al. 1982) donde el valor de 1 serfa una planta altamente
susceptible y el valor de 9 serfa una planta altamente resistente.
La descripcién de la escala de Malcolmsom es la siguiente: 1= >
90%, 2= 81 —90%, 3= 71 —80%, 4= 61 — 70%, 5= 41 — 60%,
6=26-40%, 7= 11 -25%, 8= 1 - 10% y 9= 0%. Plantas que

obtengan valores mayores a 7, son consideradas resistentes.

Andlisis estadistico.- Para el andlisis estadistico se usé la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis (Corder et al. 2009)
debido a que los datos no presentaron una distribucién normal.
Esta prueba es equivalente al ANOVA, se utiliza para comparar
mds de dos grupos de rangos y determinar que la diferencia
no se deba al azar sino que la diferencia sea estadisticamente
significativa. Los datos fueron procesados con el paquete Ag-
ricolae (De Mendiburu 2009) del Programa estadistico R (R
Core Team, 2014).

Cuantificacién del gen RB mediante QRT-PCR.- Se utilizé
dos repeticiones bioldgicas por evento transgénico resistente
(A 'y B). Se procedié a extraer el ARN de hojas frescas de cada
repeticién por evento, colectadas en tiempos diferentes: tiempo 0
o pre infeccién (prei), primer dia pos infeccién (1 dpi), tercer dia
pos infeccién (3 dpi) y quinto dia pos infeccién (5 dpi) usando
TRIzol® (Invitrogen). Luego se procedié a digerir las muestras
extraidas de ARN con ADNsa: RQ1 Rnase-free ADNse (Pro-
mega), para ambos pasos se siguieron los protocolos descritos
por cada fabricante.

Cada muestra de ARN fue cuantificada mediante Nano-
drop para sintetizar ADNc a partir de 2 pg utilizando el kit
Superscript™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen). Se usé hexdmeros aleatorios siguiendo el proto-
colo del fabricante. Para las amplificaciones del ADNc molde,
se usé el kit Power SYBRN Green Master Mix de Applied
Biosystems y el termociclador Applied Biosystems StepOne™.
Para lo cual, se usé dos pares de cebadores, uno especifico para
el gen RB (Colton et al. 2006) y otro especifico para el gen de
referencia, factor de elongacion ¢f1d, previamente identificado
como el mejor gen de referencia usado en qRT-PCR para papa
inoculada con P infestans (Nicot et al. 2005, Saraiva et al. 2014).
Para hallar la eficiencia de cada cebador se preparé una mues-

tra representativa, es decir se mezclé 1 pL de cada muestra de
ADNCc y luego se procedié6 a hacer diluciones: 100 ng, 50 ng,
25 ng, 12.5 ng y 6.25 ng. Se corrieron 3 repeticiones técnicas
por dilucidn. Para el cdlculo de las eficiencias se siguié el modelo
de regresion lineal a partir de la pendiente de la curva estdndar
la cual es determinada por el promedio de los valores Cq y los
valores logaritmicos de cada concentracién de ADNec. Se usé la
siguiente férmula para hallar la eficiencia de la PCR (Pfafll et
al. 2002): E=1Q[V/pendientel —

Determinada las eficiencias de PCR se procedié a amplificar
por triplicado cada muestra bioldgica por evento transgénico
con ambos cebadores.

La reaccién de qRT-PCR fue la siguiente: 3 pL de agua libre
de nucleasas, 5 pL de SYBR Green, 0.5 pL de cebador sentido
(5 pM), 0.5 pL de cebador antisentido (5 pM), 1 pL de ADNc
molde (50 ng). El protocolo de qRT-PCR se basé en: activacion
de la enzima a 95°C por 10 minutos. Denaturacién: 94 °C por
10 segundos. 40 ciclos de hibridacién: 55 °C por 30 segundos,
extensién: 60 °C por 1 minuto y temperatura de fusidn: 95 °C
por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto y 95 °C por 15 segundos.
Los datos de Cq arrojados por el termociclador fueron proc-
esados por el programa bioinformdtico: REST 2009 (Relative
Expression Software Tool) de Qiagen. Este programa se basa en
el mérodo de cuantificacién relativa de Pfafl (Pfaffl et al. 2002),
el cual normaliza los datos con el gen de referencia utilizando el
valor de las eficiencias de cada gen.

Anilisis estadisticos de los resultados de qRT-PCR.- Se
utilizé la prueba de Dunnett para comparaciones multiples

como parte de la prueba de ANOVA de dos vias.

Para confirmar la existencia de diferencias significativas se com-
para las medias de todos los tratamientos contra un control, el cual
ala vez, se considera como un tratamiento. El programa estadistico

usado fue el GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.).

Resultados

Prueba de resistencia a kanamicina.- Se obtuvieron 104
regenerantes putativamente transgénicos de 511 explantes
transformados con una eficiencia de regeneracién del 20.3%.

En la prueba de resistencia a kanamicina, de los 104 regen-
erantes solo 44 desarrollaron callos en presencia del antibiético
en altas concentraciones (200 mg/L). Los segmentos de hojas
de los regenerantes susceptibles no formaron callos al igual que
el control negativo (Fig. 2).

Andlisis de los eventos transgénicos por PCR.- Los 44
regenerantes positivos para la prueba de resistencia a kanamicina
fueron también positivos para la amplificacién del gen npAI (Fig.
3). De estos 44 regenerantes, solo 19 eventos fueron positivos
para los cebadores que amplifican parte del gen RB (Fig. 4).

Por lo tanto mediante la caracterizacién molecular, se obtuvo
3.7% como eficiencia de transformacién, identificindose 19
eventos positivos los cuales contenfan el gen RBy el gen nprl,
a partir de 511 explantes transformados.

Ensayos de infeccién con P, infestans en planta completa.-
De los 19 eventos transgénicos con el gen RB, 3 mostraron alta
resistencia a P infestans (POX067), Desiree [RB]54, Desiree
[RB]56, y Desiree [RB]70, al presentar minimo dafio en el
tejido de la planta (Fig. 5).
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Medio 303
§ con Kanamicina
' ( 200 mg/L)

Figura 2. Formacion de callos de hojas transformadas con el
gen RB de los eventos 54, 56, 65, 68, 69, 70y 72. C+: control
positivo, variedad Wik transformada resistente a kanamicina.
C-: control negativo variedad Desiree sin transformar.

Figure 2. Callus formation of transformed leaves with RB
gene of the events 54, 56, 65, 68, 69, 70 and 72. C+: positive
control, Wik variety transformed resistant to kanamycin. C-:
negative control untransformed variety Desiree.

La prueba de Kruskall Wallis agrupé los eventos transgéni-
cos con el gen RB en 5 grupos, considerdndose como eventos
resistentes a Desiree [RB]56, Desiree [RB]70, y Desiree [RB]54
pertenecientes al grupo "a" (Tabla 1).

Cuantificacién del gen RB mediante qRT-PCR.- El valor
de las eficiencias para el gen RBy ¢fId fueron de 99.0% y de
103.1%. La expresion relativa del gen RB en los eventos trans-
génicos fue normalizado con el gen ¢f/a y comparada con el
valor de expresién basal o de pre infeccidon (prei) del evento
Desiree [RB]54 para todas las comparaciones por ser el menos
resistente de los tres eventos seleccionados. El evento Desiree
[RB]56 mostrd tener mayor nivel de expresién o nimeros de
transcriptos del gen RB, seguida por los eventos Desiree [RB]70

Mo B G 49 50 56 66 67 I0:ssltnmiG
hoid
]
- A - -
$299pb

Figura 4. Eventos transgénicos de la variedad Desiree, po-
sitivos para la prueba de PCR con los iniciadores RGA-B el
cual amplifica parte del gen RB. El tamafio del amplicon es
de 299 pb. M: marcador de peso molecular ADN de A digeri-
do con la enzima Pstl. B: blanco o agua libre de nucleasas,
C-: control negativo o ADN de planta no transformada y C+:
control positivo o vector binario pCIP68.

Figure 4. Desiree variety transgenics events, positive for PCR
assay with primers RGA-B which amplifies part of the RB
gene. Amplicon size is 299 bp. M: Molecular weight marker A
digested with Pstl enzyme. B: blank or nuclease-free water,
C-: negative control or untransformed plant DNA and C +:
positive control or binary vector pCIP68.

M B C-1 2 3 6 7 8 13 19 25 32 34 47 "50 56 60 64 66 C+
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Figura 3. Eventos transgénicos de la variedad Desiree, posi-
tivos para la prueba de PCR con los iniciadores km-1 el cual
amplifica parte del gen nptll. El tamafio del amplicon es de
597 pb. M: Marcador de peso molecular ADN de A digerido
con la enzima Pstl. B: blanco o agua libre de nucleasas, C-:
control negativo o ADN de planta no transformada y C+: control
positivo o vector binario pCIP68.

Figure 3. Desiree variety transgenic events, positive for PCR
assay with the km-1 primers which amplify part of the nptl/
gene. Amplicon size is 597 bp. M: Molecular weight marker
A DNA digested with Pstl enzyme. B: blank or nuclease-free
water, C-: negative control or untransformed plant DNA and
C +: positive control or binary vector pCIP68.

Tabla 1. Agrupacion de los eventos transgénicos con el gen
RB y controles (parte posterior) en relacion a su resistencia
contra Phytophthora infestans mediante la prueba de Kruskal
Wallis. Programa R. *Valores mostrados como promedios y
desviacion estandar ajustadas a la escala de Malcolmson al
quinto dia de lectura.

Table 1. Grouping of transgenic events with the RB gene and
controls (back) in relation to their resistance against Phyto-
phthora infestans using the Kruskal Wallis test. Programme
R. * Values shown as mean * standard deviation and adjusted
to the scale of Malcolmson at fifth day of reading.

Promedio de severidad por

Eventos transgénicos escala de Malcolmson * Grupo
Desiree[RB]56 8.75+0.50 a
Desiree[RB]70 8.25+0.96 a
Desiree[RB]54 7.75 £ 0.50 a
Desiree[RB]65 3.25+3.20 b
Desiree[RB]71 3.00£2.16 b
Desiree[RB]69 2.25+0.96 b
Desiree[RB]68 3.75+3.20 be
Desiree[RB]52 1.50 £1.00 cd
Desiree[RB]49 1.25+0.50 od
Desiree[RB]72 1.25+0.50 cd
Desiree[RB]51 1.25+0.50 cd
Desiree[RB]60 1.00 £ 0.00 d
Desiree[RB]61 1.00 £ 0.00 d
Desiree[RB]63 1.00 £ 0.00 d
Desiree[RB]64 1.00 £ 0.00 d
Desiree[RB]55 1.00 £ 0.00 d
Desiree[RB]57 1.00 £ 0.00 d
Desiree[RB]58 1.00 £ 0.00 d
Desiree[RB]59 1.00 £ 0.00 d
LBr40 8.75+0.50 a
Desiree 1.00 £ 0.00 d
Yungay 1.00 £ 0.00 d
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Figura 5. Infeccion de planta completa con Phytophthora Infestans (aislamiento POX067). (a) Solanum tuberosum var. Desiree
(control negativo) y Desiree[RB]54. (b) Desiree[RB]56. (c) Desiree[RB]70. (d) S. tuberosum var. Yungay (control negativo) y S.
tuberosum var. LBr40 (control positivo). La lectura y desarrollo de los sintomas fueron visualizados al quinto dia pos infeccion.

Figure 5. Infection of whole plant with Phytophthora infestans (isolate POX067). (a) Solanum tuberosum var. Desiree (nega-
tive control) and Desiree[RB]54. (b) Desiree[RB]56. (c) Desiree[RB]70. (d) S. tuberosum var. Yungay (negative control) and
S. tuberosum var. LBr40 (positive control). Reading and symptoms development were visualized at fifth day post infection.

y Desiree [RB]54. La expresion basal pre infeccién fue similar
para los tres eventos. El evento [RB]56 mostré mayor nivel de
expresién del gen RB con diferencias significativas al primer dfa
pos infeccién (p < 0.01) y al tercer dia pos infeccién (p < 0.05)
con respecto al evento [RB]54. El evento [RB]70 no present6
diferencia significativa en el tiempo con respecto al evento
[RB]54. Durante el quinto dia pos infeccién, el nivel de nimero
de transcriptos se reduce para todos los eventos, llegando a ser
similar a nivel de expresién basal o del dia pre infeccién (Fig. 6).

20
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Figura 6. Expresion relativa del gen RB en los eventos trans-
génicos: Desiree[RB]54, Desiree[RB]56, y Desiree[RB]70 en
diferentes tiempos: 0 (pre infeccién), 1 dpi (primer dia pos
infeccion), 3 dpi (tercer dia pos infeccion) y 5 dpi (quinto dia
pos infeccion). * y ** representan niveles de significancia, p
<0.05y p < 0.01 respectivamente.

Figure 6. Relative expression of the RB gene in transgenic
events: Desiree[RB]54, Desiree[RB]56, and Desiree[RB]70
at different times 0 (pre infection), 1 dpi (first day post infec-
tion), 3 dpi (third day post infection) and 5 dpi (fifth days post
infection). * and ** represent significance levels, p <0.05 and
p <0.01 respectively.

Discusion

La incorporacién directa de genes de resistencia a P infes-
tans provenientes de especies silvestres de papa como Solanum
bublbocastanum, es una via muy prometedora para la obtencién
de variedades de papa resistentes al tizén tardio. Esta obtencién
de plantas de papa transgénicas es relativamente sencilla, rd-
pida y su principal ventaja es que la nueva planta mantiene las
caracteristicas de la variedad original asi como la adicién de la
resistencia a la enfermedad.

Se cosecharon 104 regenerantes siendo sometidos a la prueba
de resistencia a kanamicina con la finalidad de verificar si todos
fueron transformados. Esta prueba nos permitié evaluar de
manera indirecta la expresién del gen np#lI (Hellens et al. 2000).
Sin embargo no se esperaba que mds del 50% de regenerantes
fueran escapes, es decir que no hayan sido transformados por A.
tumefaciens o que el ADN-T se hubiese insertado en regiones de
baja expresién. El alto nimero de escapes se puede deber a la gran
capacidad de regeneracién i vitro que caracteriza a la variedad
Desiree (Canedo & Cisneros 2004), permitiendo la proliferacién
y desarrollo de ciertos regenerantes no transformadas en presen-
cia del agente selector. Como resultado, se obtiene una planta
con resistencia o tolerancia natural. (Lépez & Chaparro 2007).
También es posible que varios de estos regenerantes no estuvieran
en contacto permanente en el medio que contiene el agente
selector, permitiendo su desarrollo (Monserrat et al. 2001). El
agente selector utilizado fue el antibidtico kanamicina, el cual
nos permitié seleccionar desde un inicio a los regenerantes que
han incorporado adecuadamente el ADN-T (Estopd etal. 2001).

Los eventos que fueron positivos para la prueba de resistencia
a kanamicina, también fueron positivos para prueba de PCR
especifico para el gen nptIl como se esperaba. Sin embargo, para
la misma prueba de PCR con los cebadores del gen RB, solo
19 eventos dieron positivos, correspondiendo a una eficiencia
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de transformacién de 3.72%, la cual fue relativamente baja a
pesar de que esta variedad tiene un alto indice de regeneracién y
responde bien a la transformacién genética (Cafiedo & Cisneros
2004, Beaujean et al. 1998). Un resultado similar donde se ob-
servé eventos transgénicos positivos para el gen 7ptll y negativos
para el gen RB, ha sido reportado anteriormente (Kuhl et al.
2007). Esto se puede deber a que solo una porcién del ADN-T
se incorporé en el genoma de la planta debido a una delecién
parcial o rearreglos del gen RB con uno o varios genes por su alta
homologia de secuencia mediante translocaciones e inversiones
(Gheysen et al. 1990). El ADN-T ingresa por el borde derecho
hasta el borde izquierdo. El vector pCIP68 proviene del vector
pBIN19, el cual contiene el gen npAl cerca al borde derecho y
el gen RB cerca al borde izquierdo. Esto significarfa que primero
ingresa el gen npAl y luego el gen de interés siendo esta una
posible causa por la cual se hayan obtenido solo 19 eventos con
el gen RB'y npAl por PCR.

Para determinar la resistencia de los eventos transgénicos,
estos se inocularon con P infestans. En nuestro caso se realizé
las pruebas de infeccidén con el patégeno en planta completa
en condiciones controladas anteriormente descritas (Dorrance
& Inglis 1997, Pérez et al. 2009). Esta prueba tiene un valor
cualitativo, basdndose en la inspeccién visual al quinto dia
pos infeccién, del drea afectada del total de la planta por el
patdgeno. Se obtuvieron con los porcentajes més bajo de dano
a los eventos Desiree [RB]56, Desiree [RB]70 y [RB]54, y
fueron agrupados segin la prueba estadistica de Kruskal Wallis
en el grupo "a" como resistentes al aislamiento POX067, dando
consistencia a los resultados arrojados por inspeccién visual.
Ciertas diferencias en los porcentajes de dafio entre repeticiones
biolégicas se podrian deber a que la aspersién del inéculo no
fue homogénea entre los clones o a la diferencia morfolégica
de cada clon, lo cual influye en el desarrollo del patégeno. De
otro lado, la prueba de infeccién en planta completa nos da
una idea del comportamiento de la resistencia en campo o en
el ambiente natural (Dorrance & Inglis 1997). La expresién del
gen RB dirigida por su promotor endégeno, durante el tiempo
previo a la infeccidn con P infestans es constitutivo en todos los
eventos transgénicos. Sin embargo, se observa un aumento de la
expresién del gen RB en presencia de 2 infestans. Esta regulacién
positiva por el patdgeno sobre los genes R ha sido observada en
otros patosistemas (Gu et al. 2005, Halterman et al. 2003). El
nivel de expresién del gen RB durante el tiempo, fue mayor para
el evento [RB]56, seguido del evento [RB]70 y [RB]54 coinci-
diendo con los resultados anteriores. Estos resultados sugieren
que el mayor nivel de expresién o mayor niimero de transcripto
estarfa relacionada a la resistencia mediada por este gen

Asi mismo, el aumento de los transcriptos del gen RB du-
rante las 24 horas pos infeccién jugaria un rol muy importante
en los niveles de resistencia al retardar o evitar el desarrollo del
patdgeno en la planta. Esta caracteristica se observa también
en Solanum bulboscatanum cuando es infectada con P infestans
(Kramer et al 2009).

El aislamiento POX067 perteneciente al linaje clonal EC-1
de P infestans que predomina en los Andes del Ecuador y Perd,
es considerado uno de los mds agresivos en nuestro pafs, sin
embargo, tres eventos transgénicos mostraron ser resistentes. Esta
observacién nos permite proponer que los eventos transgénicos
seleccionados podrian mostrar resistencia frente al linaje clonal

US-1 prevalente en la mayorfa de paises de Africa subsahariana
(Pule etal. 2013). Estudios previos, reportaron eventos transgé-
nicos de papa con el gen RB resistentes a este linaje clonal(Kuhl et
al. 2007, Song et al. 2003). De esta manera, este trabajo proveeria
de indicadores de resistencia a otro linaje clonal, reafirmando
que el gen RB, puede generar altos niveles de resistencia a este
patdgeno y tener un amplio espectro de resistencia a diversos
aislamientos provenientes de diferentes regiones del mundo. Esta
adicién de resistencia a la variedad Desiree podria permitir una
significativa reduccién en la cantidad de fungicidas utilizados
en el control de la enfermedad, lo cual lograria incrementar la
produccién de papa y disminuir el dafio causado por los apli-
cadores en el cultivo y el medio ambiente.
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