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Resumen

La papa (Solanum tuberosum L.) es en nuestros dias uno de los cultivos alimenticios mas importantes. Esta es propensa a la
enfermedad de Tizon Tardio, causada por el oomiceto patdégeno Phytophthora 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 reproduccion clonal EC-1. En el presente estudio, mediante el secuenciamiento del transcriptoma de la interaccién
de la papa y P. infestans durante los primeros dias después de la infeccidn en las hojas de papa, se identifico la expresiéon
diferencial de genes efectores tipo RXLR en dos cepas de P. infestans EC-1, siendo confirmados por gRT-PCR. Estas cepas,
aisladas de papas cultivadas en el centro de los Andes peruanos, tienen diferentes patrones de virulencia. 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.
Los resultados de transcriptoma fueron comparados con tres cepas adicionales del linaje EC-1. La informacion del repertorio
de los efectores del patdgeno y su expresion podrian ser informativos para el mejoramiento genético de la resistencia. El
descubrimiento de efectores silenciados en las poblaciones del patégeno pueden guiar al uso de genes R especificos en los
programas de mejoramiento genético. Por ejemplo, en el contexto de los Andes, donde el linaje clonal EC-1 predomina, el gen
Rpi-vnt1 podria no ser recomendado.

Palabras claves: Phytophthora infestans; secuenciamiento del transcriptoma; efectores; resistencia al tizén tardio; virulencia.
Abstract

Potato (Solanum tuberosum L.) is nowadays one of the most important food crops. It is prone to the disease known Late blight
caused by the oomycete pathogen Phytophthora infestans, which secrete a hundreds 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 paper,
through the transcriptome sequencing of potato and P. infestans interaction, we identified differentially expressed RXLR type
effector genes in two P. infestans isolates EC-1, being confirmed by gRT-PCR. The isolates, originate from cultivated potato in
the central Peruvian Andes, have different virulence patterns. Effector genes, were silenced in one isolate, such as Avr-vnt1
in POX 109 and for Avh9.7 homolog in POX 067, but expressed in the other. The transcriptomics results were compared with
three additional isolates from the EC-1 lineage. The information on the pathogen effector repertoire and its expression should
be informative for resistance breeding. Discovery of silenced effectors in the pathogen populations can guide the use of specific
R genes in the breeding programs. For example in the Andean setting where EC-1 lineage dominates the Rpi-vnt1 would not
be recommended.

Keywords: Phytophthora infestans; transcriptome sequencing; effectors; late blight resistance; virulence.
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Introduccion

Phytophthora infestans es un oomiceto patdgeno de plantas.
Los oomicetos son clasificados como Stramenopiles junto con las
diatomeas y algas marrones, son formadores de hifas parecidos
superficialmente a los hongos. El origen de P infestans segin
recientes estudios sugiere que fue en México, y subsecuentemente
migré a los Andes (Goss et al. 2014), teniendo en este centro de
origen altos niveles de diversidad genética y fenotipica (Yoshida
etal. 2013). Asi mismo, la diversidad de P infestans en el mundo
es largamente conformada por migraciones (Fry et al. 2009).
El estilo de vida hemibiotrépico de P infestans comprende un
ciclo de reproduccién sexual y asexual produciendo diferentes
formas de esporas: Qosporas y zoosporas respectivamente.
La reproduccién sexual ocurre entre tipos de apareamiento Al
y A2 (Fry et al. 1992). Phytophthora infestans es un patdgeno
extraordinariamente virulento y adaptable, causante de la en-
fermedad del Tizén tardio (Yoshida et al. 2013); este secreta
varias proteinas efectoras que modulan la inmunidad innata del
hospedero (Vleeshouwers et al. 2008), que resulta del reconoci-
miento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs)
(Hogenhout et al. 2009).

La mayoria de sus hospederos pertenecen a la familia de
Solandcea. En la interaccidn P infestans | S. tuberosum, el tipo
de resistencia mds comtinmente estudiada, es la resistencia raza
especifica, la cual estd gobernada por un sélo gen de resistencia-
dominante (gen R), y por lo tanto, efectiva contra una deter-
minada raza del patégeno (Estrada 2000). La resistencia a P
infestans es manifestada en una respuesta de hipersensibilidad,
que es caracterizada por una rdpida necrosis localizada en el
sitio de la infeccién (Cornelissen & Melchers 1993). Todos
los genes de avirulencia conocidos (AvrI, Avr2, Avr3a, Avr4,
Avr-blb1, Avr-blb2 y Avr-vntl) han sido identificados como
pertenecientes a las clases de efector RXLR, estos genes codifican
proteinas secretoras con el motivo RXLR para la translocacién
en las células (Vleeshouwers et al. 2011).

Phytophthora infestans tiene multiples mecanismos para evadir
el reconocimiento del gen R, asi por ejemplo presenta cambios
en el locus de avirulencia como un resultado de segregacion
somdtica por un mecanismo de mutacidn, la insercién de un
transposén, la no disjuncién/monosonia, la recombinacién
mitdtica y por genes extra-cromosomales (Abu-El Samen et al.
2003). En el genoma de P infestans, los genes codificantes de
los efectores RXLR estdn presentes en las regiones dispersas que
contienen los elementos transposables (TEs), que evolucionan
rdpidamente y sobrepasan la resistencia (Raffacle et al. 2010).
El silenciamiento transcripcional es otro mecanismo asociado
con la ganancia de virulencia (Qutob et al. 2009). Uno de los
roles celulares clave es de restringir la actividad de los TEs,
manteniendo la estabilidad del genoma (Castel & Martienssen
2013, Malone & Hannon 2009).

Phyrophthora infestans presenta gran variabilidad en la region
de los Andes peruanos y bolivianos, la misma que es conside-
rada el centro de la diversidad de la papa, en esta regién las
cepas analizadas indicaron que la coleccién tenfa cinco linajes
clonales EC-1, US-1, PE-3, PE-5 y PE-6 (Perez et al. 2001). La
poblacién de P infestans que infecta la papa cultivada en el Pert
consiste mayormente en cepas que pertenecen al mismo linaje
clonal EC-1. Este linaje aparecié en los afios 90 remplazando
al linaje anterior US-1 y aunque es un linaje clonal, las cepas

demuestran una gran variacién en virulencia (Delgado et al.
2013), caracterizdindose ademds por ser resistente a metalaxyl
y por ser ampliamente virulento (Perez et al. 2001).

El CIP estd trabajando en el acercamiento transgénico de
papas resistentes al Tizén Tardio, utilizando dos genes provenien-
tes de S. bulbocastanum (RB, Rpi-blb2) y un gen de S. venturii
(Rpi-vntl). Cada uno de estos reconoce un efector especifico,
Avr-blb1, Avr-blb2 y Avr-vntl respectivamente. Avr-blb1, estd
caracterizado por tener tres clases de variantes. Las clases Iy II son
requeridas para que la resistencia sea funcional, mientras que la
clase I puede vencer la resistencia (Chen et al. 2012). Avr-b/b2,
miembros de esta familia existen en diferentes variantes alélicas,
un residuo clave estd en la posicién 69 de la proteina efectora que
determina si el gen Rpi-6/b2 reconoce al patégeno, cuando es
mutado desde Alanina (A), o Valina (V) hacia Fenilalanina (F),
la activacién del gen Rpi-blb2 se pierde (Oh et al. 2009). Con
respecto a Avr-vntl, P infestans puede evadir el reconocimiento
del gen Rpi-vntl, por la reduccién de su expresion, y por la
variacién epialélica de secuencias conservadas entre los alelos
puntuales avirulentos y virulentos (Pel 2010).

Es de nuestro interés estudiar la poblacion patogénica peruana
evaluando la expresién de los genes de avirulencia debido al
poco conocimiento de estos. El objetivo del presente trabajo fue
identificar genes de virulencia diferencialmente expresados entre
dos cepas del linaje clonal EC-1 aislados en Perq.

Materiales y métodos

Cepas de P infestans.- En total cinco cepas peruanas fueron
caracterizadas en este estudio. Estas fueron colectadas desde
variedades de papa cultivada en la region central de los Andes
de Oxapampa y tienen diferentes patrones de virulencia deter-
minados por el set diferencial de papa (Tabla 1). Estas fueron
inoculadas en los tubérculos de la variedad de papa susceptible
“Yungay” (CIP720064), y en un clon resistente, “LBr-40”
(CIP387164.4).

Las plantas tuvieron de 45 dfas y la concentracién del in6culo
fue aproximadamente de 3000 esporangios/mL. Cada planta (4
plantas/genotipo/cepa) fue inoculada por rociamiento hasta el
goteo con un rociador de mano. Luego de la inoculacién, las
condiciones de humedad fueron mantenidas, para el desarrollo
del Tizén Tardio, con el reparto de vapor frio a través de un sis-
tema de aspersion que opera en un termostato y por la cobertura
de las plantas con bolsas pldsticas aumenta la transpiracién y
retiene la temperatura, eso ayuda a la infeccién. La temperatura
estuvo en el rango de 15 - 20 °Cy el régimen de luz fue de 12h.
La evaluacién del Tizén Tardio comenzé 3 dias posteriores a la

Tabla 1. Caracteristicas de cepas de Phytophthora infestans
basadas en los test de infeccion usando el conjunto diferencial
de los 11 genes R de Solanum demissum.

Nombre de Variedad . .
Gen de Avirulencia
la Cepa Hospedera
POX067 Yungay Avr8, Avr9
POX096 Amarilis Avr2, Avrs, Avr6, Avr9
POX106 Yungay Avr2, Avrb, Avr6, Avr8, Avr9
POX109 LBr-40 Avr5
POX110 LBr-40 Avr5
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inoculacién (dpi). Cada planta fue evaluada por el estado de la
enfermedad (porcentaje de hoja afectada). La evaluacién fue
hecha con la escala de 0 = 100% con 5-unidades de intervalos,
donde el valor 0 = reaccién no visible, 5 = Respuesta de hiper-
sensibilidad, 10 — 100 = Infeccién exitosa.

Muestreo y procesamiento.- Para el andlisis de la expresion
de genes el muestreo fue hecho al 1, 2 y 3 dpi. Los foliolos fueron
colectados de la parte media de las plantas. Dos muestras que
consistieron de 4 foliolos cada uno, fueron colectadas de cada
genotipo. Estas dos muestras fueron consideradas como repli-
cas bioldgicas, en total fueron seis muestras colectadas de cada
interaccién entre el genotipo de papa y la cepa de P infestans.
Los foliolos fueron inmediatamente congelados en nitrégeno
liquido y almacenados -70 °C hasta que fueron procesados. Las
muestras de foliolos fueron triturados con mortero y pilén en
nitrégeno liquido, y 50 — 100 mg del polvo fue utilizado para
la extraccién total de ARN usando el reactivo de Trizol (Invi-
trogen®) siguiendo el protocolo del fabricante. EL ARN de cada
muestra fue extraido separadamente y cantidades equivalentes de
muestras seleccionadas fueron juntadas para el secuenciamiento
del transcriptoma. Las muestras secuenciadas fueron POX067 y
POX109. El secuenciamiento del transcriptoma fue realizado por
Fasteris Genomics', y corrido con Illumina HiSeq2000, generan-
do lecturas pareadas de 2x100 pb. Los datos del secuenciamiento
fueron registrados en el archivo de lecturas de secuencias del
NCBI [ntmero de accesién SRP065209].

Anilisis de datos.- El andlisis del secuenciamiento del
transcriptoma fue hecho siguiendo el protocolo de Trapnell
et al. (2012). Las lecturas de dos bibliotecas fueron mapeadas
en contra del genoma de referencia de P infestans versién
ASM14294v1.25 usando TopHat v2.1.0 y Bowtie2 v2.1.0
(Langmead & Salzberg 2012). Los genes y transcritos expresados
fueron ensamblados, y los genes expresados diferencialmente
fueron identificados usando Cufflinks v2.1.1.

La cinética de los genes expresados fue estudiada por PCR
cuantitativo en Tiempo Real (QRT-PCR). La mezcla de la reac-
cién fue preparada en un volumen total de 10 pL conteniendo:
4 pL de molde (50 ng), 0.4 uM de cada cebador, y PCR Master
Mix Power SYBR® Green (Applied Biosystems® Stepone Real-
Time PCR System). Se usé el siguiente programa de PCR: 95 °C
por 3 minutos, 95 °C por 15 segundos y (Ta) °C por 45 segundos
durante 40 ciclos, 95 °C por 1 minuto, 65 °C por 1 minuto y
65°C por 10 segundos (andlisis de curva de desnaturalizacién).

Los cebadores para gRT-PCR fueron disefiados en las secuen-
cias de PITG de los genes flanqueados (Tabla 2) con la aplicacién
“Primerquest” de Integrated DNA Technologies® (http://www.
idtdna.com/). Las eficiencias para los cebadores fueron obtenidas
usando curvas de diluciones y un modelo de regresién lineal
(Llorente etal. 2010, Pfaffl 2001). El gen de referencia ef2-a fue
usado para normalizar los niveles de expresidn, y la expresion
diferencial fue determinada usando el programa REST® (http://
rest.gene-quantification.info/). Las diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados de gRT-PCR fueron determina-
das mediante el ANOVA y la prueba de comparacién multiple
de Tuckey usando el paquete estadistico SAS 9.1.3°.

Resultados

Virulencia de las cepas.- La evaluacién de la agresividad de
la enfermedad en las cinco cepas fue como sigue: La primera
evaluacion fue hecha cuando la reaccién de hipersensibilidad
fue visible en el genotipo de resistencia LBr40 al 3 dpi. La
evaluacion final (5 dpi) de la variedad susceptible Yungay tuvo
un drea de la hoja de 90 — 100 % de infeccién. De las cinco
cepas probadas sélo POX109 fue capaz de infectar el genotipo
de resistencia (Fig. 1).

120 —
100
80 —
60 —
40—

20

= n bl =

POX067 POX096 POX106 POX110

POX109

M LBr-40 Yungay

Figura 1. Agresividad de las cepas de P. infestans POX067,
POX096, POX106, POX109 y POX110 en los genotipos de
papa Yungay y LBr40. La incidencia de la enfermedad es
mostrada como porcentaje del area de la hoja afectada a los
5 dias post inoculacion.

Tabla 2. Secuencias de los cebadores de PCR utilizados en gqRT-PCR. Ta: Temperatura de alineamiento. *Disefiado en esta

publicacion.
. . Secuencia de cebador antisentido Tamefﬁo del .
Gen Secuencia de cebador sentido (5'-3') (5-3) Ta (°C) a?EII;c(()prL ;:le Referencia
PITG_16294 GGCTGAACGATGCCTTAAA TACCAGTCATCTGCGTACTT 54 100 *
PITG_17400 CGGTGGTATGGATGGAATG CTGTGGAGTGGAAAGAGAAG 54 98 *
PITG_11584 GGCGTACTTCGCATTTCT AACTGCTCGGCGATTTC 58 107 *
PITG_04085 TCGCAGCATTCCCAATC GCCGCTCTGAATAACTTCT 60 110 *
PITG_21388 TGCGGAATACGTGAAGATG CGGATTTATAGAGAGCCGTAAA 52 116 *
PITG_14371 ATGTGGCTGCGTTGACGGAGA TTTGCGCCTTGCGTCTTGCG 60 169 *
PITG_22089 ATCACTCCTCGTCCACTC TCCTCGCTCTTCCATACTT 54 97 *
ef2-a GTCATTGCCACCTACTTC CATCATCTTGTCCTCAGC 60 162 (Pel 2010)

Rev. peru. biol. 23(3): 293 - 299 (Decembre 2016)

295



[zARRA & LINDQVIST-KREUZE

Expresién diferencial.- La expresion diferencial del gen de
las cepas POX109 y POX067 fue analizada usando el secuen-
ciamiento del transcriptoma (ARNseq). Como fue esperado,
mayoria de los transcritos fueron de origen vegetal y s6lo una
fraccién correspondié al genoma de 2 infestans (Tabla S1).

Los clusters que cumplen el criterio de calidad Q30 de Illu-
mina, fueron sobre el 90% para ambas muestras. Los niveles de
expresion de genes efectores RXLR y otros genes que aparecieron
diferencialmente regulados entre las dos cepas determinados por
Cufldiff (Trapnell et al. 2009) estdn listados en la Tabla 3. La

mids notable diferencia entre las dos cepas es el silenciamiento de

un nimero de genes efectores, incluyendo Avr-vntl y Avh9.1,
y desconocidos tipos de genes RXLR en una de las cepas. Ade-
mds, ambas cepas expresan Avr-blb1/ipiO, Avr-blb2 y Avr3a sin
diferencias significativas.

Validacién de la Expresién diferencial.- Para el qRT-
PCR, muestras de ARN de plantas inoculadas con cepas de
P infestans colectadas al 1, 2 y 3 dpi, fueron analizadas por
los genes efectores Avr-blb1/ipiO clase 1 (PITG_21388),
Avr-vntl (PITG_16294), Avr-blb2 (PITG_04085), Avr3a
(PITG_14371) y Avh9.1 (PITG_22089), dos genes de protei-
nas hipotéticas (PITG_17400, PITG_11584), asi como por el

Tabla 3. Genes expresados en las cepas de POX067 y POX109 luego del secuenciamiento del transcriptoma. Los niveles de
expresion estan dados como Fragmentos Por Kilobase de exén por millones de lecturas Mapeadas (FPKM), determinados
mediante cuffdiff. * Expresion del gen fue validado por qRT-PCR.

Gen Anotacion -value Diferencia
POX067 POX109 p Significativa
PITG_22089 0.00 126.53 5.00E-05 Si
PITG_05912 0.00 0.00
Avh9.1*
PITG_05918 0.00 0.00
PITG_05911 0.00 69.42 5.00E-05 Si
PITG_16294 35.10 0.00 5.00E-05 Si
Avr-vntl *
PITG_22547 35.65 0.00 5.00E-05 Si
PITG_21388 IpiO1 * 2791.44 1073.36 8.57E-02 No
PITG_14371 1195.12 580.91 8.34E-02 No
PITG_14374 Avr3a* 0.00 0.00
PITG_14368 0.00 0.00
PITG_04085 0.00 0.00
PITG_20300 349.19 139.08 3.27E-01 No
PITG_20301 17.70 19.99 8.85E-01 No
PITG_20303 Avr-blb2 * 189.12 145.71 5.50E-01 No
PITG_04086 0.00 0.00
PITG_04090 1826.55 722.33 1.72E-02 No
PITG_18683 1491.41 803.66 9.25E-02 No
PITG_20336 0.00 60.70 1.35E-03 No
RXLR
PITG_23230 0.00 0.00
PITG_04169 0.00 38.85 5.00E-05 Si
RXLR
PITG_04167 0.00 0.00
PITG_22675 RXLR 37.42 0.00 5.00E-05 Si
PITG_17400 Proteina hipotética * 126.33 20.17 5.00E-05 Si
PITG_11584 109.94 15.87 1.50E-04 Si
Proteina hipotética *
PITG_11572 43.46 6.03 0.008
PITG_09128 41.49 0.00 1.50E-04 Si
PITG_09130 Proteina hipotética 0.00 0.00
PITG_07492 0.00 0.00
PITG_00149 Proteina hipotética 6.80 2943 2.00E-04 Si
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Figura 2. Niveles de expresion relativa de genes de P.infestans PITG_16294 (Avr-vnt1), PITG_11584 (Proteina hipotética),
PITG_04085 (Avr-blb2), PITG_21388 (IpiO1), PITG_14371 (Avr3a), PITG_22089 (Avh9.1)y PITG_17400 (Proteina hipotética)
al 3dpi en cepas POX110, POX067, POX109, POX096 y POX106. Niveles de expresién fueron normalizados con el gen ef2-q,
(*) relativo a esta cepa. Diferencias estadisticamente significativas en la expresién, fue realizada por la prueba de multiple
comparacién de Tukey’s (a: 0.05) esta mostrada por diferentes letras arriba de las barras.

gen de referencia ¢f2-a. En todas las cepas, el gen de referencia
sélo fue detectado al 3 dpi, no obstante claros picos de desna-
turalizacién fueron vistos en la mayoria de los genes efectores
y en todas las cepas comenzando desde el dia 1. Como el gen
de referencia fue expresado sélo al 3 dpi nosotros sélo fuimos
capaces de analizar la expresién diferencial en este dfa. En
acuerdo con el secuenciamiento del transcriptoma, el andlisis
de gRT-PCR confirmé que POX109 no expresé Avr-vntl,
mientras todas las otras cepas si lo hicieron. La expresién de
este gen en la cepa POX067 fue significativamente alta (p<0.05)
cuando fue comparada con las otras cepas. Similarmente,
Avh9.1 fue silenciado pero en la cepa POX067 y expresado
en todas las otras cepas sin diferencias significativas (Fig. 2).
Los otros tres efectores Avr (Avr-blb2, Avr-blb1/ipiO y Avr3a)
fueron expresados en todas las cepas al mismo nivel.

Discusién

La era genémica, provee una idea de los mecanismos y
procesos para el conocimiento de la patogenicidad de P in-
festans (Fry et al. 2015). Los andlisis de la expresién genética
de alto procesamiento por el secuenciamiento de blibliotecas
de ADNc, microarreglos y la tecnologia de ARNseq, son he-
rramientas valiosas para el estudio de las diferentes familias de
genes presentes en la interaccidon planta-patégeno (Raffaele et
al. 2010), por ello en el presente estudio se recurrié al uso de
una de estas tecnologfas. El reto de identificar genes Avr para
la comprensién del patosistema papa-Phyophtora infestans en el
contexto peruano es importante para el disefio de programas
de diagndéstico, prevencién y mejoramiento de la resistencia a
P infestans. Escogiendo cepas de P infestans con diferentes pa-
trones de virulencia, y con diferentes respuestas fenotipicas en
una variedad de papa susceptible nos dié una mayor expresion

de efectores para el presente estudio. 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 expresién en la fase biotréfica de infeccidn, similar a
lo estudiado previamente por Haas et al. (2009). Por otro lado,
perfiles comparables de induccién durante la fase biotréfica han
sido descritos para los genes efectores RXLR de P sojae (Wang
etal. 2011).

En el presente estudio las cepas de P infestans en el linaje
clonal EC-1 mostraron variacién de expresién de efectores asi
como variacién fenotipica de virulencia en papa. Algunos estu-
dios 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 variacién es verdadera entre cepas a nivel
fenotipico y de expresién del gen. Ademds, la misma cepa puede
tener alterada la expresién del gen luego de su colecta en medio
de cultivo. Cambios similares en estado de expresién del gen Avr
de la misma cepa ha sido mostrado en P sojae (Na et al. 2014).
Esta es una explicacién atractiva para el fenémeno observado
comunmente en el cambio de patrones de virulencia en la inte-
raccién papa- P infestans. Algunas diferencias de expresién entre
las dos cepas, pueden indicar que algunos efectores pueden ser
esenciales para la infeccién de la papa, y no deben ser perdidos
para su correcto reconocimiento (Fry etal. 2015). Asi diferentes
niveles de interaccién entre genes Rpi-/Avr- pueden reflejar la
activacién de diferentes vias de defensa cuya activacién estd
reflejada en diferentes mecanismos (Pel 2010).

El silenciamiento de genes efectores, especialmente los del
tipo de efectores RXLR, es aparentemente un importante meca-
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nismo de regulacién de la virulencia/avirulencia en estas cepas.
Esto ha sido mostrado en el caso del silenciamiento de Avr-vntl
que lleva al escape del reconocimiento por el gen R Rpi-vntl en
el linaje clonal EC-1 (Pel 2010). El gen de resistencia Rpi-vntl
fue clonado de las especies de Sudamérica S. venrurii (Foster
et al. 2009) y luego fue mostrado que Rpi-phul originario de
Solanum phureja (Zimnoch) es idéntico a Rpi-vntl (Pel 2010).
El grupo de papa Phureja ha sido comdnmente cultivado en
los Andes haciendo posible que el silenciamiento de Avr-vnzl
sea un resultado de la co-evolucién. Sin embargo, se desconoce
si este gen de resistencia es comtn en la totalidad de genes de
Phureja. La regulacién epigenética de la expresién del gen de
Avr puede servir como un mecanismo reversible el cual permite
la conservacién de genes Avr para su uso futuro (Gijzen et al.
2014). Asi mismo, copias pueden ser silenciadas sin compro-
meter la eficiencia de la infeccién del patégeno. Esto enfatiza
porque el control de P infestans permanece como un problema
para la seguridad alimentaria (Fry et al. 2015). Asi mismo, se
puede atribuir que cambios entre la expresion de ciertos efectores
son un mecanismo para la conservacién de estos en el futuro
(Gijzen et al. 2014).

Para Avr3a, en nuestros resultados no se evidencia silencia-
miento ni diferencias significativas en la expresién entre las dos
cepas. En las poblaciones de P infestans, Avr3a tiene dos variantes
alélicas mayores codificando las proteinas AVR3a"' y AVR3a"™,
siendo el primero de estos el que induce la resistencia mediada
por R3a (Armstrong et al. 2005).

Para Avr-blb 1, s6lo fue detectado [piO1 perteneciente a la cla-
se I, no fue detectada la variante del efector IpiO4 perteneciente
a la clase III, aquella que es capaz de vencer la resistencia atn
en presencia de [piOI (Halterman et al. 2010). Este resultado
sugiere que estas cepas podrian ser avirulentes a las plantas de
papa con el gen Rpi-blb1 | RB. Romdn et al. (2015) confirma
que el efector Avr-blb1 en la cepa POX067 es reconocido por
el transgén RB.

Para Avr-blb2, el aminodcido nimero 69 de la proteina AVR-
blb2 es critico para el reconocimiento por Rpi-b/b2, de modo
que los homdlogos AVRbIb2 que son reconocidos por Rpi-bl62
tienen Val69, Ala69 o Ile69, y los que no son reconocidos tienen
Phe69 (Oh et al. 2009). El estudio de Orbegozo et al. (2016)
confirma, que el efector Avr-6/b2 en la cepa POX067 estd reco-
nocido por el transgén. Ademds, POX067, que expresd variantes
Ala69 y Phe69, fue probada para ver si su virulencia cambiaba
por la sobre-inoculacién con P infestans. Sin embargo, no se
registraron cambios en las respuestas sugiriendo que esta cepa
no logré descartar o silenciar la variante avirulente de Avr-6/b2.
Se ha detectado anteriormente que la presencia de multiples
variantes de Avr-b/b2 es comun en las cepas de P infestans a nivel
mundial probablemente por tener alguna funcién importante
en la patogenicidad.

En conclusién, el silenciamiento de genes de avirulencia,
como Avr-vntl sugiere que el gen de resistencia Rpi-vntl no
serfa funcional en cepas presentes en el Pert. Este resultado
es util, para no considerar a este gen en futuros programas de
mejoramiento de la resistencia en papa. En cambio los genes
Avr-blb1 y Avr-blb2 si podrian ser tiles en el desarrollo del

mejoramiento genético para resistencia.
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Tabla S1. Estadistica del mapeo de dos Bibliotecas de ARNseq alineadas al genoma de referencia de Phytophthora infestans

usando Bowtie2.

Biblioteca: POX067 Biblioteca: POX109

Numero de lecturas

% Filtro Aprobado (FA)

% de bases (PF) Q =30

Lecturas izquierdas mapeadas al genoma de referencia
Lecturas derechas mapeadas al genoma de referencia
Lecturas izquierdas con multiples alineamientos
Lecturas derechas con multiples alineamientos

Pares alineados

Pares alineados con mdltiples alineamientos

100522018 86279262

90.42 91.79

90.15 90.68

931054 (0.9%) 2899272 (3.4%)
931054 (0.9%) 2899272 (3.4%)

223369 (24.0%) 489606 (16.9%)

214938 (24.0%) 477948 (17.0%)

788620
130876 (16.6%)

2625801
367809 (14%)
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