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RESUMEN

La resistencia en plantas se clasifica en cualitativa y cuantitativa acorde a la resistencia
fenotipica observada ante un patégeno. La cualitativa estd dada por los genes R, que
codifican a proteinas con el dominio NBS-LRR y confieren resistencia completa ante
patdgenos especificos. Por el contrario, la cuantitativa esta dada por los loci de resistencia
cuantitativa (QRL), que agrupan genes con menor efecto individual, pero en conjunto
confieren amplia resistencia. Sin embargo, algunos genes R estan localizados en QRL y
confieren resistencia cuantitativa. Por ello, los homologos a genes R, llamados anélogos
a genes de resistencia (RGAs), pueden ser considerados como R o parte de QRL, y es
posible identificarlos en genomas secuenciados mediante herramientas bioinformaticas
basandose en el dominio NBS-LRR.

La enfermedad del tizon tardio, causada por Phytophthora infestans, es la maés
devastadora del cultivo de la papa. En los paises en desarrollo, donde el manejo con
fungicidas es inadecuado y las pérdidas productivas amenazan la seguridad alimentaria
de los agricultores, las plantas resistentes son una alternativa atractiva para una
agricultura sostenible.

Se han identificado genes de resistencia a P. infestans en diferentes especies de papa para
ser empleados en fitomejoramiento, asi como RGAs. Sin embargo, no existen estudios
genéticos de resistencia en papas nativas peruanas pese a la amplia diversidad existente.
Como antecedente, una accesion de la variedad Wira Pasiia (CIP 704270) de Solanum
goniocalyx mostro resistencia fenotipica contra la cepa POX 67 de P. infestans y se ha
realizado un andlisis transcriptdmico comparativo en hoja contra el patdgeno con esta y
una accesion susceptible de la misma especie. A partir de este analisis de RNA-seq, el

objetivo del presente trabajo sera identificar RGAs NBS-LRR en la accesion resistente



de la variedad Wira Pasiia (CIP 704270) de S. goniocalyx mediante herramientas

bioinformaticas, siendo esta aproximacion empleada en estudios similares.

Palabras clave: gen R, NBS-LRR, QRL, Phytophthora infestans, papa



ABSTRACT

Resistance in plants is classified as qualitative and quantitative according to the
phenotypic resistance observed against a pathogen. The qualitative resistance is given by
the R genes, which encode proteins with the NBS-LRR domain and confer complete
resistance to specific pathogens. On the other hand, the quantitative resistance is given by
the quantitative resistance loci (QRL), which group genes with less individual effect but
together confer broad resistance. However, some R genes are located in QRL and confer
quantitative resistance. For this reason, homologues to R genes, called resistance gene
analogs (RGAs), can be considered as R or part of QRL and based on the NBS-LRR
domain it is possible to identify them in sequenced genomes using bioinformatics tools.
The late blight, caused by Phytophthora infestans, is the most devastating disease of the
potato crop. In developing countries, where fungicide management is inadequate and
production losses threaten the food security of farmers, resistant plants are an attractive
option for sustainable agriculture.

Resistance genes to P. infestans have been identified in different potato species to be used
in plant breeding, as well as RGAs. However, there are no genetic studies of resistance in
native Peruvian potatoes despite the wide existing diversity. As background information,
an accesion of the Wira Pasiia variety (CIP 704270) of Solanum goniocalyx showed
phenotypic resistance against the POX 67 strain of P. infestans and a comparative
transcriptomic analysis in leaf against the pathogen with this and a susceptible accesion
of the same species has been carried out. From this RNA-seq analysis, the objective of
the present work will be to identify NBS-LRR RGAs in the resistant accesion of the Wira
Pasfia variety (CIP 704270) of S. goniocalyx using bioinformatic tools, being this

approach used in similar studies.
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I. ESTADO DEL ARTE
1.1. Resistencia en plantas

1.1.1. Clasificacion tradicional de la resistencia

Segun la resistencia fenotipica evidenciada ante un patogeno, esta puede ser
clasificada en cualitativa o cuantitativa. La resistencia cualitativa refiere a una
completa o alto nivel de resistencia, 0 a una segregacion bimodal de los fenotipos
en una progenie, clasificando a los individuos en resistentes o susceptibles. Por
otra parte, la resistencia cuantitativa refiere a una parcial o bajo nivel de
resistencia, o a una distribucion continua entre los fenotipos resistentes y
susceptibles en una progenie como resultado de la segregacion de alelos de

efecto variable en diferentes loci (1).

1.1.1.1. Resistencia cualitativa

También es llamada resistencia especifica, hipersensible, completa o
vertical (2). Esta es la resistencia a una especie de patdgeno, 0 a una cepa
de este, dada por una interaccion gen-por-gen: cada gen de resistencia
dominante (gen R) en el hospedero corresponde con un gen de
avirulencia dominante (gen avr) en el patdgeno. En este caso, la mayoria
de genes R codifican a proteinas (proteinas R) citoplasmaticas que
poseen un sitio de union de nucleotidos (NBS) y dominios repetidos ricos
en leucina (LRR), conocidas como proteinas NBS-LRR o NLRs (3).
Debido a esto, los genes R pueden ser identificados mediante
herramientas bioinformaticas (4).

En la mayoria de los casos, la resistencia mediada por genes R

desencadena la respuesta hipersensible (HR), la cual consiste en la



muerte celular programada de las células infectadas para evitar la

propagacion del patdgeno a los tejidos sanos, entre otras respuestas mas

(3).

1.1.1.1.1. Los genes R poseen dominios NBS-LRR
Muchos de los genes R en plantas pertenecen a la familia de
sitios de unién a nucleotidos ricos en repeticiones de leucina
(NBS-LRR: nucleotide binding site leucine-rich repeat) (5).
Esto quiere decir que codifican a proteinas que contienen los
dominios NBS y LRR. El dominio NBS es responsable de la
unioén e hidrolisis de ATP y GTP (6), mientras que el dominio
LRR generalmente funciona como un detector de la invasion
de patdgenos.

La base del funcionamiento de la proteina NBS-LRR como
detector es la interaccion del dominio NBS, también llamado
NB-ARC, con la mitad N-terminal del dominio LRR en
ausencia del efector producido por el patégeno. Una vez que
ocurre el reconocimiento del efector del patégeno por la mitad
C-terminal del dominio LRR, el dominio NBS sufre un cambio
conformacional de un estado condensado unido a ADP a un
estado abierto unido a ATP, exponiendo de esta manera la
parte N-terminal del dominio LRR vy desencadenando
reacciones hipersensibles downstream (5,7).

Las proteinas NBS-LRR también pueden contener otros

dominios en los extremos amino y carboxilo terminal. Con



respecto a esto, se han encontrado tres tipos de dominios en el
extremo N-terminal de las proteinas NBS-LRR: el receptor
Toll/Interleukin-1 (TIR), Coiled-coil (CC) y resistencia a
powdery mildew8 (RPWS8). Por consiguiente, los genes de
resistencia NBS-LRR se dividen en las subclases TIR-NBS-
LRR (TNL), CC-NBS-LRR (CNL) y RPW8-NBS-LRR
(RNL). Las proteinas TNL y CNL son responsables del
reconocimiento especifico de patégenos, mientras que las
RNL ayudan en la transduccion de sefiales de defensa
downstream (5).

A su vez, las proteinas NBS-LRR en plantas también pueden
ser divididas en cuatro categorias: tipicas, truncas, con
dominios atipicos y con ensamblaje atipico. Las proteinas
tipicas son las pertenecientes a las tres subclases antes
mencionadas (TNL, CNL y RNL) y las truncas son aquellas a
las que les falta al menos uno de los dominios TIR, CC o
RPWS, o incluso los principales NBS o LRR. En cambio, las
que poseen dominios atipicos tienen los dominios principales
NBS y LRR pero ninguno de los dominios TIR, CC 0 RPWS,
conteniendo en lugar de estos dominios como WRKY (unién
a ADN), LIM, SD (especialmente encontrado en solanaceas),
PK (dominio proteina kinasa), entre otros. Por otra parte, las
de ensamblaje atipico pueden contener los dominios TIR, CC

0 RPWS8 en el extremo C-terminal en lugar del N-terminal, o



presentar mas de uno de esos dominios o de los principales
NBSy LRR (8).

En cuanto a los mecanismos por los que las proteinas NBS-
LRR reconocen al patdgeno, estos pueden ser muy variados,
existiendo mecanismos directos, indirectos, por dominios
integrados o, en algunos casos, aun desconocidos. En el
reconocimiento directo, ocurre una interaccion directa entre el
efector del patdgeno y la proteina NBS-LRR. Por el contrario,
en el mecanismo indirecto el reconocimiento se desencadena
ya sea por la unién del efector a un componente del hospedero
0 por una modificacion mediada por el efector en el
componente, de manera que es percibido por la proteina NBS-
LRR. Asimismo, en el caso de ser por dominios integrados, el
reconocimiento se desencadena por la union del efector a un
dominio o por una modificacién a este, estando este dominio

integrado a una proteina NBS-LRR (9).

1.1.1.2. Resistencia cuantitativa

También es llamada resistencia general, no especifica, de campo,

incompleta u horizontal. Esta es la resistencia a diferentes patdgenos.

Esta dada por muchos genes cuantitativos, los cuales se localizan en los

loci de resistencia cuantitativa (QRL) e individualmente tienen un efecto

parcial en la resistencia. Por lo tanto, evidencian una reduccién en la

magnitud de la enfermedad méas que una ausencia de esta (2). A pesar de

ello, la resistencia cuantitativa ha ganado mayor interés en los programas
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de fitomejoramiento por ser considerada mas duradera que la conferida
por los genes R (1). Cabe resaltar que, a diferencia de los genes R, los
QRL generalmente son identificados por mapeos de asociacion (4). En
adicion, los genes cuantitativos contenidos en estos QRL también pueden
ser identificados en base a candidatos seleccionados por tener alguna
funcion en la ruta del &cido jasmonico, en base a un andlisis
transcriptdbmico comparativo entre dos genotipos con niveles
contrastantes de resistencia cuantitativa (RNAseq) o por estudios de

asociacion de genoma completo (GWAS) (10).

1.1.2. Relacion entre los genes Ry los QRL

Una de las hipétesis que explica el mecanismo que subyace a la resistencia
cuantitativa es la que afirma que son genes R “débiles”, dado que se han
encontrado genes R co-localizados con QRL en varias especies de plantas,
incluyendo papa (2,11,12). Ademas, se han encontrado QRL que confieren
resistencia especifica, incluso varios de estos se han identificado contienen como
genes NBS-LRR. A su vez, también existen genes R que confieren resistencia
parcial (2). Tal es el caso del gen R8, un NBS-LRR que se encontro en el QRL
dP109c junto con otros genes R de menor efecto y se demostré era el que conferia
la resistencia cuantitativa contra tizon tardio al locus (13). Por ello, se cree que
la resistencia cualitativa y cuantitativa son parte de un proceso continuo en el que
los genes de resistencia comienzan siendo genes R, cuya efectividad es reducida
por la evolucién del patégeno, y terminan convirtiéndose en componentes de un

QRL (2).
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Por otro lado, la deteccién del mismo locus como gen R 0 QRL puede ser
explicada por factores tales como la forma alélica del gen (alelos de resistencia
completa “derrotados” podrian ser detectados como QRL), la cepa del patégeno
(conferir resistencia completa para un cepa pero para otras no), la escala que se

emplea para evaluar la resistencia o el trasfondo genético (12).

1.1.2.1. Anélogos a genes de resistencia (RGAS)

Los analogos a genes de resistencia (RGAS) son genes R potenciales, u
homdlogos a genes R, que poseen dominios conservados y caracteristicas
estructurales con roles especificos en las interacciones hospedero-
patdgeno. Estos RGAs pueden ser encontrados en genomas secuenciados
mediante herramientas bioinforméticas y ayudan a co-localizar QRL en
los mapeos (14) al ser empleados como marcadores para estos locus (12).
Por otra parte, los RGAs se clasifican en dos grandes grupos: los genes
NBS-LRR y los genes TM-LRR, que codifican a receptores

intracelulares y receptores de membrana, respectivamente (14).

1.2. Phytophthora infestans causa la enfermedad del tizon tardio en la papa
1.2.1 Caracteristicas del patégeno y manifestaciones en la planta
Phytophthora infestans es un oomiceto que causa la enfermedad del tizon tardio
en la papa. La poblacion global de este patdgeno cambia constantemente,
surgiendo nuevas cepas agresivas y asegurando que el tizén tardio continle
siendo una amenaza para la seguridad alimentaria (15).

En P. infestans, el ciclo asexual predominay es el devastador, caracterizado por

el rapido crecimiento de la poblacion en tejidos vulnerables de la planta (16).
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Las esporas asexuales, también llamadas zoosporas, son el agente propagador de
la enfermedad. Estas son mdviles, mononucleadas y sin pared, especializadas
para la dispersion (17).

A nivel macroscopico, no hay sintomas visibles en la planta por al menos los
primeros 2 dias de infeccion. Luego de este tiempo, se pueden observar pequefias
manchas necréticas en el tejido. Pasados 1 o 2 dias mas, en presencia de
temperaturas moderadas y humedad o agua, se forman los esporangidforos (hifa
especializada que daré origen al esporangio que contiene las zoosporas) y el ciclo
comienza otra vez (Ver Fig. 1 del ANEXO). Son susceptibles hojas, tallos y
tubérculos. Los esporangios se lavan de las lesiones en las hojas y caen al suelo
teniendo contacto con los tubérculos. Los tubérculos infectados son vulnerables
a pudrirse por accion de bacterias. Dada la corta duracion del ciclo asexual y la
capacidad del patdégeno de infestar casi toda la planta, ademéas de poder ser
propagado a grandes distancias, en poco tiempo P. infestans puede destruir un

cultivo completo (16).

1.2.1. Resistencia en plantas como método de control de la plaga en los
paises en desarrollo
El tizén tardio puede ser controlado de manera eficaz empleando fungicidas; sin
embargo, muchos de estos presentan un riesgo para el ambiente y la salud, sobre
todo en los paises en desarrollo donde los agricultores de pequefia escala no
emplean proteccion fisica al aplicarlos manualmente. A esto se suma el hecho
de que en los paises en desarrollo la enfermedad es manejada de manera
deficiente por la alta presion que ejerce el patdgeno, problemas de acceso a los

fungicidas, abuso de la dosis de aplicacion, el desconocimiento de la dindmica
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de la enfermedad por parte de los agricultores, entre otros. Ademas, la cadena de
comercializacion muchas veces prioriza cultivares susceptibles en lugar de
resistentes por preferir otros atributos. Por ello, una alternativa sostenible al uso
de pesticidas es el desarrollo y empleo de cultivares altamente resistentes que
cumplan con las demandas de produccion del mercado. Para esto es necesario
ampliar la base genética de la resistencia en papa para aumentar las

probabilidades de encontrar resistencias duraderas (18).

1.2.1. Genes de resistencia en papa contra Phytophthora infestans

Los primeros genes de resistencia caracterizados contra Phytophthora infestans
en papa fueron los 11 genes R (R1-R11) identificados en la especie mexicana
Solanum demissum, los cuales fueron altamente explotados siendo transferidos
a muchas otras especies de papa en los programas de cruza y fitomejoramiento
(19). Ademas, al menos 20 QRL se han identificado en los 12 cromosomas del
genoma de la papa secuenciado de Solanum tuberosum (4). Cabe resaltar los
casos de genes R que se encontraron en QRL, como el gen NBS-LRR R8 que se
menciond anteriormente conferia la resistencia cuantitativa al locus dP109c
(13).

En adicion, se han identificado genes de resistencia contra Phytophthora
infestans en Solanum phureja (4,6), un pariente de Solanum goniocalyx (20). En
un estudio realizado en 2012 en Solanum phureja (también Ilamado Solanum
tuberosum grupo phureja y de la cual se cuenta con el genoma secuenciado), se
anotaron 435 secuencias homologas a genes R (RGAS) que contenian el dominio
NBS, de los cuales 179 eran pseudogenes. Ademas, se encontraron 142 genes

derivados de NBS, los cuales habian perdido este dominio, todo esto mediante
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1.3.

herramientas bioinformaticas (6). Por otro lado, en un estudio realizado en 2017
se asociaron mediante mapeo de asociacion dos genes con QRL reportados para
resistencia al tizon tardio, los genes StTL15A y StGP28, los cuales contenian
SNPs (polimorfismos de nucleétido simple). EI gen StTL15A se maped a una
posicion correspondiente al QRL Pin6b (Ib6b en tomate), mientras que el gen
StGP28 se localizd entre los QRL Ib6a y Pinéb-1b6b. Sin embargo, estos dos

genes asociados a QRL no poseian el dominio NBS (4).

La transcriptomica en el estudio de resistencia en plantas
1.3.1. Empleo de la transcriptdmica como herramienta para la busqueda
de genes de resistencia

El anélisis comparativo del transcriptoma de genotipos resistentes y susceptibles
a un estrés proporciona nuevos conocimientos sobre los mecanismos de
respuesta de la planta y permite identificar candidatos a genes de resistencia. En
base a esto, se han encontrado genes NBS-LRR en las especies de mani silvestre
Arachis stenosperma y Arachis duranenis con diferente nivel de resistencia al
nematodo de raiz Meloidogyne arenaria. En este caso, se buscaron genes NBS-
LRR en ambas especies de mani ya que ninguna tenia baja susceptibilidad para
la cepa de nematodo empleada (A. stenosperma era altamente resistente y A.
duranensis era moderadamente susceptible). Ademas, se consideraron como
genes diferencialmente expresados (DEG) aquellos que tenian un valor p
ajustado (FDR) < 0.05 con respecto al control, independientemente del fold-
change, ya que en plantas la sobreexpresion de genes NBS-LRR generalmente
es baja. Gracias a este punto de corte escogido, se encontraron 37 DEG NBS-

LRR en A.duranensis y 27 en A. stenosperma, entre subexpresados y
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sobrexpresados, de los cuales 12 eran comunes a ambas especies. Ademas, 4
genes NBS-LRR exclusivamente expresados en la especie altamente resistente
A. stenosperma se localizaron dentro de clusters en el cromosoma Aradu. A09,
el cual contiene un QRL para este nematodo, sugiriendo un papel funcional para
esta disposicidn fisica y su potencial participacion en esta respuesta de defensa
(22).

Por otra parte, la interaccién de la papa con Phytophthora infestans también ha
sido estudiada por analisis seriales de expresion diferencial (SAGE) (22,23) y
por RNA-seq (24,25), en los que los DEG son una fuente de nuevos candidatos
a genes de resistencia, tanto de genes R como de genes cuantitativos en QRL.
Ademas, la expresion de genes no es lamisma en los diferentes tejidos, pudiendo
observarse una mayor expresion en hojas que en tubérculos para ciertos genes
de resistencia, como es el caso del gen RB (24). Cabe resaltar que la
transcriptomica en hoja es mas estudiada para el caso de P. infestans, ya que el
proceso invasivo comienza aqui y luego las esporas del patdgeno se dispersan a
los tubérculos de la papa (16).

En cuanto al tiempo de expresion de los genes NBS-LRR, no parece haber un
patrén comun a todos. Tal es el caso de los 4 genes NBS-LRR contra P. infestans
encontrados en un analisis de transcriptomica para el perfil genético del genotipo
SD20 de Solanum tuberosum. Estos genes se expresaron diferencialmente en
distintos momentos de los tres tiempos evaluados (24, 48 y 72 horas post-
inoculacion). Cabe resaltar que en el RNAseq de este genotipo SD20 se empled
como punto de corte el fold-change > 2, ya que se trataba de un perfil genético

de todo el transcriptoma y no una busqueda especifica de genes NBS-LRR (25),
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siendo tal vez esta la razon por la cual se encontraron tan pocos genes NBS-

LRR.

1.3.2. Herramientas bioinforméaticas comunmente empleadas en la
seleccion de RGAs

Las aproximaciones computacionales para la prediccion de las funciones
proteicas son atractivas hoy en dia dado lo costosas y prolongadas que pueden
resultar las investigaciones experimentales de caracterizacion de proteinas. La
mineria y caracterizacion de los homdlogos a genes R (RGAs) en plantas
mediante herramientas bioinformaticas es posible gracias a las significativas
caracteristicas estructurales y a los dominios conservados que poseen las
proteinas codificadas por estos genes. Para la identificacion de RGAs y
prediccion de sus funciones son necesarias diversas herramientas
bioinformaticas, tales como el alineamiento de secuencias, busqueda con
BLAST, andlisis filogenético y analisis de dominios y motivos. En base a esto,
la identificacion y caracterizacion de RGAs generalmente sigue cuatro pasos:

1. Generar una base de datos de RGAs que incluya todos los RGAS y secuencias
proteicas conocidas de plantas, las cuales deben estar curadas. Como ejemplo,
se tienen las bases de datos GenBank y PRGdb.

2. Realizar una busqueda BLAST contra la base de datos para identificar
candidatos a RGA. Se debe usar un punto de corte bajo, pudiendo ser el valor
E entre 1e” a 1 dependiendo del tamafio del genoma.

3. Ingresar los candidatos a RGA en diferentes softwares para detectar dominios

conservados y motivos y realizar alineamientos. Se pueden emplear
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diferentes softwares en paralelo, tales como pfam_scan.pl, InterproScan,
HMMER, MEME, entre otros.
4. Crear un script de clasificacion para agrupar a los candidatos a RGA en clases

segun sus dominios y motivos (14).

II.PROBLEMA

La diversidad es clave en la produccion de alimentos, ya que contribuye a una agricultura
sostenible mediante el acceso a la diversidad genética y al material necesario para
impulsar la innovacion y adaptacion a nuevos procesos. En el Per, las papas nativas se
han ido desarrollado comercialmente en los Gltimos afios, generando ingresos para los
pequefios productores. Ademas, las papas nativas pueden ser una fuente complementaria
de hierroy zinc, sobre todo para las poblaciones vulnerables (26). Sin embargo, las plagas
y enfermedades disminuyen el desarrollo nutricional y econdmico de los productores,
sobre todo si no se tiene un adecuado manejo sanitario. Como consecuencia, l0s pequefios
productores emplean fungicidas de manera indiscriminada que dafian la salud y el
ambiente (18) o se ven forzados a buscar variedades de papa de mayor resistencia y
rendimiento, dejando de cultivar las papas nativas y ocasionando la pérdida del
germoplasma en ciertas zonas (27). Es por ello que pese a existir variedades resistentes
de papa altamente comerciales, es necesario encontrar resistencias en papas nativas
peruanas.

La principal enfermedad que afecta el cultivo de la papa es el tizon tardio, causada por el
oomyceto patdgeno Phytophthora infestans (4). Dada la capacidad del patégeno de
invadir hojas, tallo y tubérculos, su rapido desarrollo y facil propagacién, este puede
llegar a destruir un cultivo completo en poco tiempo (16). Por otra parte, si bien existen

estudios genéticos en papas comerciales, como S. phureja, en los que se han identificado
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genes de resistencia NBS-LRR contra P. infestans (6), en papas nativas solo se han
realizado estudios de resistencia fenotipica. En uno de estos estudios, dos accesiones, una
de la variedad Wira Pasfia (CIP 704270) y otra de la variedad Pampina (CIP 703831),
ambas de la especie Solanum goniocalyx, resaltaron al mostrar resistencia fenotipica
contra la cepa POX 67 de P. infestans, teniendo para ambos casos un valor de
susceptibilidad de solo 2.85 en la escala de Yuen y Forbes (escala que tiene nimeros
ascendentes para un aumento en la susceptibilidad y cuyo célculo requiere de un control
susceptible comdn), en la que un valor de 9 era el de mayor susceptibilidad (28). La
variedad Wira Pasfia ya se comercializa en los supermercados de Lima (26), de manera
que es una opcion atractiva para la busqueda de genes de resistencia.

Cabe resaltar que a la fecha no existen estudios publicados en los que se evalle a nivel
molecular la presencia de genes de resistencia frente a P. infestans en S. goniocalyx. Sin
embargo, la Unidad de Gendmica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, en
colaboracion con el Centro Internacional de la Papa, ha realizado un anélisis
transcriptomico comparativo en hoja entre una variedad resistente (Wira Pasfia) y una
susceptible de S. goniocalyx frente a P. infestans (no publicado). Debido a esto, la
identificacion mediante herramientas bioinformaticas de analogos a genes de resistencia
(RGA) en la variedad Wira Pasfia de S. goniocalyx es factible y podria fortalecer los
programas de mejoramiento genético en el Perd. Por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo serda identificar RGAs NBS-LRR en la accesion resistente de la variedad
Wira Pasfia (CIP 704270) de S. goniocalyx mediante herramientas bioinformaticas

a partir del analisis de RNA-seq comparativo previo con la variedad susceptible.

I11. ESTRATEGIA DE ABORDAJE
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Se buscaran analogos a genes de resistencia (RGA) NBS-LRR en la accesion CIP 704270
de la variedad Wira Pasfia de S. goniocalyx contra la cepa POX 67 de P. infestans en base
a un analisis transcriptomico en hoja ya realizado. Para ello, se trabajara con los genes
diferencialmente expresados (DEG) en la variedad Wira Pasfia a las 24, 48 y 72 horas
post inoculacion (hpi) del patégeno y que no se hayan encontrado en la variedad
susceptible Sumagq Perga (CIP 703777). Cabe resaltar que la eleccién de los tiempos se
basa en la identificacion de RGAs NBS-LRR en estos tres momentos en el genotipo SD20
de S. tuberosum en un estudio realizado en el 2018 (25). Ademas, al tratarse de una
basqueda de genes NBS-LRR, se consideraran como diferencialmente expresados los
transcritos que presenten un valor p ajustado (FDR) < 0.05 en relacién al control (tiempo
0, pre-inoculacion), ya que este tipo de genes generalmente tiene un bajo fold-change, de
manera que se podrian perder muchos NBS-LRR si se empleara como punto de corte el
fold-change > 2 usado cominmente en los analisis transcriptémicos (21). Luego de esto,
se empleara la metodologia que se aplicé para la identificacion de RGAs NBS-LRR en el
genoma de S. phureja en un estudio del 2012. Para ello, se examinaran las secuencias
proteicas predichas y depositadas en el The Potato Genome Sequencing Consortium
(PGSC) para estos genes mediante el software HMMER usando el Modelo Oculto de
Markov (HMM) correspondiente a la familia NBS (NB-ARC) de la base de datos Pfam
(PF00931; http://pfam.xfam.org/). De los candidatos obtenidos, las proteinas con alta
calidad (<1e-60) seran alineadas mediante CLUSTAL W para crear un nuevo HMM
especifico de estos NBS empleando la herramienta “hmmbuild”. Con este nuevo modelo
especifico para S. goniocalyx, se volvera a examinar las secuencias proteicas. Se
escogeran como proteinas candidatas las que presenten un umbral < 1e-2. Por otra parte,
los dominios asociados TIR y LRR seran detectados en estas proteinas candidatas

mediante el software HMMER, empleando los dominios sin procesar de la base de datos
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Pfam. Posteriormente, se hara la validacion mediante los dominios conservados en el
NCBI vy el software MEME. Ademaés, para identificar el dominio CC se emplearé el
programa MARCOIL con un umbral de probabilidad de 90 y posteriormente validado
con PAIRCOIL2 empleando un punto de corte p < 0.025 (6). Finalmente, se realizara un
analisis de expresion por qRT-PCR para la validacion de los RGAs evaluando su

expresion a las 24, 48 'y 72 hpi en comparacion con el tiempo 0 (pre-inoculacion) (21,24).
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ANEXO
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Fig. 1. Proceso de infestacion por Phytophthora infestans. Extraido de Judelson HS,
Blanco FA. The spores of Phytophthora: weapons of the plant destroyer. Nat Rev

Microbiol. 2005;3(1):47-58.
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