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Resumen del proyecto

La produccidon de papa es afectada por la marchitez bacteriana (BW), causada por Ralstonia solanacearum. La
resistencia del hospedero es la estrategia mds sustentable y efectiva, pero actualmente no existen cultivares de papa
resistentes. Nuestro grupo incorporé el receptor EFR de Arabidopsis thaliana (AtEFR), que reconoce el factor de elongacion
Tu, conservado en bacterias, desencadenando una respuesta inmune. AtEFR fue evaluado en dos contextos genéticos: un
cultivar de papa comercial susceptible (INIA Ipord) y un clon avanzado de mejoramiento con resistencia parcial
introgresada de Solanum commersonii (Clon 09509.6).

Se evalud por primera vez el efecto de AtEFR sobre la resistencia a BW bajo condiciones semejantes a la infeccidn natural
a campo. Ademds, se compararon los patrones de colonizacién de las lineas salvajes y transgénicas mediante inoculacién
con cepas reporteras de luminiscentes y fluorescentes. Ambos enfoques evidenciaron un retraso y una disminucién de la
severidad de sintomas de marchitamiento en los genotipos transformados AtEFR. Se observaron patrones de colonizacién
diferencial con un mayor desarrollo bacteriano en las plantas no transformadas. Este efecto del receptor AtEFR parece
ser mds pronunciado en la linea de mejoramiento interespecifica, llevando a una activacidn mds efectiva del sistema
inmune de la planta. En ensayos de evaluacidn de caracteristicas agrondmicas a campo libre del patégeno, los resultados
mostraron que el gen EFR no afecta el crecimiento de las plantas ni la produccién de papas respecto a los genotipos sin
transformar. Finalmente, se realizé un andlisis transcriptdémico de genotipos de papa transformados con el receptor
AtEFR en respuesta a la infeccidn. Se observé una proporcién mayor de genes inducidos en las muestras de papa AtEFR,
que pueden ser correlacionados con el efecto del gen efr en las mismas. En conclusién, los genotipos caracterizados en
este proyecto constituyen germoplasma de alto valor potencial para empleo por programas de mejoramiento.

Ciencias Agricolas / Biotecnologia Agropecuaria / Biotecnologia Agricola y Biotecnologia Alimentaria /
Mejoramiento genético y biotecnologia

Palabras clave: Ralstonia solanacearum, / Solanum tuberosum / receptores de reconocimiento de
patrones, /

Introduccién

La marchitez bacteriana o bacterial wilt (BW) causada por Ralstonia solanacearum es una de las enfermedades
bacterianas mds devastadoras de plantas (Mansfield et al., 2012). La enfermedad estd presente en todo el mundo,
amenazando la produccién de alimentos en dreas tropicales, subtropicales asi como templadas, donde cepas resistentes
al frio han sido introducidas (Martin and French, 1985). persiste en suelo, desechos de plantas, rizésfera y puede asimismo
alternar entre huéspedes. Mds aln puede propagarse a través de herramientas de laboreo y del agua de riego, haciendo
compleja la erradicacién de la bacteria (Hayward 1991). Asimismo, puede persistir en suelo como organismo de vida libre
movil, localizando al huésped tanto por quimiotaxis como aerotaxis (Yao and Allen, 2006, 2007). generalmente invade
heridas en las raices o aberturas naturales y coloniza el espacio intercelular de la corteza de la raiz y parénquima. Puede
también entrar al xilema y esparcirse por tallo y hojas, donde la densidad del patégeno puede superar 109 ufc.g-1 de tejido
del huésped (Yao and Allen, 2006; Alvarez et al., 2010). En esta fase, se da una conversion dependiente de la densidad
celular (quérum sensing), de un fenotipo movil a uno virulento productor de exopolisacdridos (EPS), y factores de
virulencia. Es la produccién de EPS la que causa la marchitez, restringiendo el flujo de agua a través de los vasos del
xilema (Yadeta and J Thomma, 2013). Este patdgeno tiene un amplio rango de huéspedes, causando BW en mds de 200
especies de plantas incluyendo importantes cultivos comerciales como papa, tomate y banana (Hayward, 1991). Es la
segunda enfermedad vascular bacteriana de plantas mds importante por las pérdidas que ocasiona a nivel de cultivos
(Yuliar et al., 2015). A la fecha no hay control eficiente de esta enfermedad a nivel de planta ni resistencia a nivel de
tubérculo, principal factor de dispersidn de la enfermedad. El uso de semillas sanas provenientes de programas de
certificacion de semillas, suelo y agua libre de patégeno asi como la rotacién de cultivos son las principales formas de
control (Alvarez et al., 2010). En regiones donde el patégeno es endémico, el uso de variedades parcialmente resistentes es
otra estrategia de control. Loci con resistencia cuantitativa han sido identificados tanto en tomate (Mangin et al.,, 1999;
Wang et al., 2000; Carmeille et al., 2006), tabaco (Qian et al., 2013) y berenjena (Lebeau et al., 2013). A pesar de ello, aiin no
se ha logrado resistencia efectiva contra (Hong et al., 2005).

La papa (Solanum tuberosum) cultivada en todo el mundo, es el cuarto cultivo mds importante y uno de los mds
significativos del grupo solandcea. Tiene una produccién de aproximadamente de 370 millones de toneladas por afio (Food
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and Agriculture Organization of the United Nations, 2015) en 150 paises situados entre las latitudes 65 Ny 50 S y hasta
altitudes de 4000 metros sobre el nivel del mar (Bradshaw et al., 2006). En Uruguay se plantan alrededor de 5000 ha por
ano de papa, principalmente en dos ciclos de cultivos (otofio y primavera) produciéndose 42000 toneladas por afo (DIEA,
2016). EL 95 % de la semilla utilizada para la produccién pertenece a cultivares desarrollados por programas de
mejoramiento genético del extranjero y presentan ciertas restricciones sanitarias.

Para la papa, la marchitez bacteriana es uno de los principales problemas productivos, siendo la segunda patologia en
importancia luego del tizdn tardio (late blight) causada Phytophthora infestans (Priou et al., 1999). El uso de cultivos
resistentes es un método de control de bajo costo y amigable con el medio ambiente. Sin embargo, hay hasta el momento
pocas fuentes de resistencia disponibles en el germoplasma de papa. Programas de mejoramiento cldsico para la
resistencia a BW han utilizado especies relacionadas a S. tuberosum. En el caso de S. commersonii (cmm), una especie
salvaje diploide nativa de Uruguay, Este de Argentina y Sur de Brasil presenta una gran variabilidad genética (Pianzzola et
al., 2005; Siri et al., 2009) y contiene muchos caracteres deseables como tolerancia a baja temperatura y resistencia a
varios patégenos incluyendo R. solanacearum (Carputo et al., 2009; Kim-Lee et al., 2005; Laferriere et al., 1999; Narancio
et al., 2013; Siri et al., 2009). El uso de S. comersonii en el mejoramiento genético de la papa ha sido escaso, entre otros
factores, por barreras a la hibridacion post-cigdtica con S. tuberosum que involucran el balance del endosperma (cmm
(2n=2x=24,1EBN) y S. tuberosum (2n=4x=48, 4EBN)). No obstante, se han reportado experiencias exitosas de introgresion
utilizando diferentes mecanismos para evadir las barreras de incompatibilidad que posibilitan la utilizacidn de S.
commersonii en el mejoramiento de papa (Carputo et al., 1997; Laferriere et al., 1999; Gonzalez, 2010). Particularmente,
para realizar cruzamientos entre cmm y S. tuberosum se realizé un cruzamiento puente con Solanum phureja que
presenta 2EBN y puede cruzarse con cmm y a su vez con S. tuberosum. De esta forma, los genes relacionados a la
resistencia a BW de cmm fueron transferidos en el cruzamiento con S. phureja. Posteriormente este hibrido fue cruzado
con S. tuberosum para introducirlos en la especie (Gonzdlez et al., 2013). A partir de estos cruzamientos, se obtuvieron
clones de mejoramiento promisorios con resistencia parcial a R. solanacearum.

Por otro lado, el desarrollo de técnicas de ingenieria genética ha abierto la posibilidad de generar resistencia potenciando
la respuesta inmune del hospedero. Las plantas pueden reconocer a los patégenos mediante dos vias de percepcién. Uno
detecta moléculas conservadas en microbios denominados patrones moleculares asociados a patégenos o microbios
(PAMPs o MAMPs por sus siglas en inglés) a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de membrana. Los
PAMPs por definicion son motivos conservados en un amplio rango de microbios que pueden o no ser patogénicos. Dado que
estas moléculas son esenciales para la viabilidad o el modo de vida, es poco probable que los microorganismos puedan
evadir el sistema inmune mediante mutacién o delecién de los mismos En la mayoria de los casos, la inmunidad mediada
por PAMPs (PTI por sus siglas en inglés) es suficiente para evitar la replicacién bacteriana y el desarrollo de
enfermedades, constituyendo una parte importante de la resistencia no huésped (Lee et al., 2016).

Como se mencioné anteriormente, el Receptor EFR de A. thaliana (At) perteneciente al sistema de reconocimiento PTI
reconoce el factor de elongacion Tu (Elongation Factor Tu, EF-Tu) descrito en la familia Brassicaceae, (Kunze et al., 2004).
Los factores de elongacidn participan en la sintesis proteica, siendo motivos conservados de dificil modificacidn para la
evasion de la respuesta inmune. De hecho, esta proteina presenta un alto grado de conservacion en bacteria (Kunze, 2004).
El motivo reconocido por AtEFR es el péptido elf18 que corresponde con la zona acetilada N-terminal. De hecho
alineamientos entre bacterias de diferentes géneros mostré que las secuencias de elf18 pueden ser separadas en siete
grupos, con un maximo de 5 residuos de diferencia entre la secuencia de elf18 procedente de E. coli (Lacombe et al., 2010).
Dado que algunos receptores PRR en planta son expresados Unicamente en algunas familias, en los Gltimos anos, se ha
evaluado la expresién heteréloga de los mismos como una estrategia interesante para generar resistencia a un amplio
rango de patdgenos. La expresidn de AtEFR confiere reconocimiento a elf18 en cultivos de especies monocotiledéneas
como arroz y trigo (Schoonbeek et al., 2015; Schwessinger et al., 2015). Estos trabajos muestran que las vias de
senalizacidon inmunes “downstream” de los receptores PRR estdn conservados entre familias de plantas y que la
transferencia de los mismos a otras familias ofrece una estrategia con potencial biotecnolégico de generar cultivos
resistentes a un amplio rango de patdgenos.

El objetivo general de este proyecto buscé contribuir a incrementar mecanismos de resistencia al marchitamiento
bacteriano en el cultivo de papa ante un agente patogénico de relevancia a nivel mundial (es considerada como agente de
bioterrorismo en USA por la amenaza potencial que representa) y mediante una estrategia ambientalmente amigable
como es el mejoramiento genético.

Por un lado el modelo de estudio de interaccién planta-patégeno, que incorpora resistencia cuantitativa mediante
mejoramiento cldsico y resistencia por ingenieria genética, sobre dos genotipos distintos, es una estrategia original. Se
pone de relieve que se ha combinado dos estrategias que resultaron complementarias y sinérgicas en tanto el receptor
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EFR despierta el sistema inmune de la planta y la respuesta —particularmente en el clon de mejoramiento- de alguna
manera mejord no solo la respuesta a nivel vegetativo sino también a nivel de estructuras de propagacién como es el
tubérculo (Boschi et al., 2017).

Entre los resultados esperados del proyecto, se encuentran el estudio de las interacciones planta patégeno permitird
generar conocimiento bdsico de las caracteristicas del patégeno y la enfermedad asi como los mecanismos de resistencia
introgresados. Por otra parte, se podrdn generar estrategias de diagndstico y deteccidn rdpida de infecciones
sintomdticas y asintomdticas.

Se plantea un estudio transcriptémico comparativo para determinar los genes implicados en la resistencia observada en
ensayos preliminares. Este andlisis desde un punto bdsico contribuird a complementar la informacién disponible de genes
de resistencia provenientes de S. commersonii y el efecto de la interaccion con el receptor AtEFR. Asimismo, develard los
genes regulados por AtEFR y su implicancia en la respuesta a R. solanacearum. Desde un punto de vista aplicado, esta
informacion podrd ser utilizada en estrategias de mejoramiento por ingenieria genética de otras variedades, acortando
los tiempos del mejoramiento cldsico.

La evaluacion a campo permitird brindar informacion sobre el efecto del receptor AtEFR en los eventos de transformacion
respecto a las variedades sin transformar. En plantas modificadas genéticamente para incrementar resistencia a
patdgenos se ha observado muchas veces que afecta otras caracteristicas en la planta que no son deseables (afectando
p.ej. la arquitectura de la planta y el rendimiento). En este sentido, se verificard las caracteristicas agronémicas de los
genotipos y las caracteristicas fenotipicas determinando si el comportamiento a campo es similar al observado en
condiciones controladas en cuanto a la respuesta a la inoculacién a R. solanacearum. Estos ensayos permitirdn avanzar
en la seleccidon de eventos para el desarrollo de lineas con posible destino comercial (INIA Iporda-EFR) y/o para la
introgresion de los caracteres deseados en los programas de mejoramiento de INIA (clon 09509.6-AtEFR).

En ambos casos se deberd tener en cuenta que los cultivos transgénicos que sean utilizados para consumo humano deben
ser exhaustivamente examinados en relacién a los posibles impactos en el ambiente, la salud alimenticia, entre otros
aspectos. El proceso de evaluacién incluye la transferencia génica, el impacto en organismos no blanco y salud humana,
andlisis bioquimicos y fenotipicos, alergenicidad y toxicidad.

Los resultados obtenidos en este proyecto y en caso de resultar promisorios componen el punto de partida hacia la
evaluacion de eventos transgénicos con el fin de su aprobacién para consumo. En este sentido, este proyecto permitird
continuar contribuyendo en la generacion de experiencia en normativa en relacion a cultivos OGM, desde los protocolos de
bioseguridad a nivel de ensayos en laboratorio como a campo, asi como las vias de reglamentacién y registro de los
eventos caracterizados. Para este tipo de reglamentacién, INIA ha sido referencia en cumplir con las normativas y
auditorias correspondientes.

Si bien la generacidén de variedades con resistencia a enfermedades bacterianas es un proceso lento, este proyecto —que
considera un sistema de percepcidn temprana del patégeno (PTI) y resistencia proveniente de S. commersonii en el clon
09509.6- propone avanzar en este sentido como alternativa a problemdticas de interés productivo local e internacional.

Metodologia/diseiio del estudio

Material vegetal y condiciones de crecimiento.

Se realizaron evaluaciones sobre 4 lineas At-EFR seleccionadas en base a trabajos previos del grupo (dos lineas Ipord-
AtEFR -3 y 12- y dos lineas clon 09509.6-AtEFR -34 y 37). También se incluyeron controles sin transformar de cada
genotipo. Las plantas fueron micropropagadas in vitro.

Cepas de R. solanacearum

Se utiliz6 la cepa UY031 de R. solanacearum y dos cepas reporteras desarrolladas y validadas por nuestro grupo. Por un
lado, la cepa reportera UY031 Pps-lux generada por integracién del operdn luxCDABE, capaz de emitir luminiscencia in
vivo. Adicionalmente, se utilizé la cepa reportera UY031 Pps-GFP, que expresa de forma constitutiva una variante de la
proteina verde fluorescente (GFPuv).

OE1. Evaluar la resistencia a marchitez bacteriana de genotipos de papa seleccionados en ensayos que reproduzcan las
condiciones de infeccidn natural y bajo condiciones de bioseguridad.

Ensayo de enfermedades en macrotunel

Para la evaluacién de la enfermedad en condiciones parecidas a la infeccién natural en el campo, se construyd un
macrotunel de pldstico que cumplia la normativa de bioseguridad de nivel II para plantas OMG, con malla antiinsectos. Se
registraron las condiciones de temperatura y humedad relativa. La temperatura media varié entre 16,93 y 34,51 °C, y la
HR media entre 45,88 y 87,66%.

Las plantas fueron micropropagadas in vitro y se cultivaron durante cinco semanas en invernadero antes de
trasplantarlas en el macrotinel. Las parcelas experimentales consistieron en 10 plantas por genotipo por parcela con una
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distancia de 30 cm entre plantas. Se utilizé un disefio de bloques completos al azar con 3 parcelas repetidas por
tratamiento. Se realizaron dos ensayos de campo durante la temporada de verano de 2019 y el otofio de 2020.

La inoculaciéon del suelo se adaptd de protocolo CIP. Se prepararon suspensiones bacterianas a partir de cultivos liquidos
de una noche de R. solanacearum UY031 incubados a 28 °C, y se ajustaron espectrofotométricamente a una concentracion
de 108 ufc-ml-1 (D000 de 0,1). Se inocularon placas de Petri (9 cm) que contenian medio TTC Kelman con 100 ?L de esta
suspension empleando la técnica de la placa extendida, con el objetivo de lograr un crecimiento confluente en toda la placa.
Tras 48 h de incubacidn, se enterré un trozo (1/8) de la placa de agar cultivada a 5 cm de distancia de cada planta y a 20
cm de profundidad. La progresion de la enfermedad se registré regularmente utilizando una escala ordinal que iba de 0
(planta asintomdtica) a 4 (todas las hojas marchitas). Se realizaron evaluaciones semanales hasta que todas las plantas
del cultivar susceptible INIA Ipord murieron, a los 60 dias después de la inoculacién (DPI). Los tubérculos de todas las
plantas se cosecharon y se inspeccionaron visualmente en busca de sintomas externos o internos de infeccién por
marchitez bacteriana. El nivel de resistencia se calculé mediante el drea bajo la curva de progreso de la enfermedad
(AUDPC) basada en la puntuacién media de marchitez de cada planta. Se llevé a cabo un andlisis de la varianza (ANOVA)
para identificar los efectos significativos del transgén AtEFR, el fondo genético y la interaccién entre los efectos
principales sobre la resistencia al BW. Las medias se compararon mediante la prueba de comparacién multiple de Tukey
con un nivel de confianza del 95%. Los andlisis estadisticos se realizaron con R.

OE2. Evaluar el efecto del receptor AtEFR sobre las caracteristicas agronémicas de los genotipos de papa transformados
en condiciones de campo.

Se seleccionaron para esta evaluacidn dos eventos que mostraron alta resistencia a R. solanacearum, INIA Ipord EFR 3 e
INIA Ipord EFR 12. El estudio se realizé en una parcela de la estacidn experimental INIA Las Brujas (latitud 347407 S,
/longitud 567 20? W, Altitud 32 m.s.n.m.), bajo la normativa vigente para la evaluacién de material genéticamente
modificado segun comisién para la gestion del riesgo del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca. Las condiciones del
ensayo fueron las mismas (tanto de suelo como ambientales) para los tres genotipos analizados: INIA Ipord sin
transformar (S/T), eventos INIA Ipord EFR 3 e INIA Ipord EFR 12. Se realizaron dos ensayos a campo, en las zafras de
otofio 2020 y primavera 2020/21. El ensayo de otofio 2020, tuvo una duracién de 140 dias (siembra 4/12/2019, cosecha
22/4/2020). El ensayo de primavera 2020/21 tuvo una duracién de 148 dias (siembra 1/9/2020, cosecha 27/01/2021). No se
realizaron aplicaciones de insecticidas ni de fungicidas para el control de plagas. Ambos ensayos fueron realizados con
riego por goteros (una cinta por cantero con emisores distanciados 30 cm y un caudal por emisor de 11 hora-1).

Ambos ensayos se realizaron en bloques completos al azar con tres repeticiones. En el ensayo de otofio 2020 la parcela
fue en surcos distanciados 0,8 my de 5 m de largo, la densidad de plantas objetivo fue de 40.000 plantas ha-". En el ensayo
de primavera 2020/21 el disefio y la conformacidn de las parcelas fueron las mismas al ensayo de otono 2020, pero el
andlisis se realiz6 sobre 5 plantas de cada parcela. En el estudio de la caracterizacion fenotipica se siguieron las
directrices de la Unién para la Proteccidn de las Obtenciones Vegetales (UPQV). Las caracteristicas estudiadas fueron:
porcentaje de emergencia medido a los 30 dias de cultivo, vigor evaluado a los 57 y 70 dias en la cosecha de primaveray a
los 47 y 54 dias en otono, altura de planta medido en primavera a los 75 dias y en otofio a los 54 dias desde la plantacién.
En el ciclo de otonio, a los 54 dias se realizaron las observaciones de morfologia de hoja, nimero de tallos y arquitectura
de planta. Se cuantificé el nimero de dias a iniciacion floral, definido cuando el 50% de las plantas tenia la primera flor
abierta. El vigor de las plantas se describié segun escala de 1al 9, siendo 1 muy poco vigorosa y 9 muy vigorosa.

En el andlisis de rendimiento se sigui6 el procedimiento de la Evaluacién Nacional de Cultivares de papa requisito
obligatorio para el Registro Nacional de Cultivares (INASE, 2021). Para medir rendimiento total se cosecharon todos los
tubérculos de la parcela, se contaron y pesaron. EL momento de cosecha se definié de acuerdo al momento de senescencia.
Se clasificaron los tubérculos cosechados segin tamafo considerando las siguientes categorias: comercial (mayores a 80
g), semilla (entre 40 y 80 g) y descarte (menores de 40 g).

Se realizé andlisis de varianza para estudiar las diferencias entre los genotipos y se realizé el test de Tukey para separar
medias (p<0.05). El estudio estadistico fue realizado en el programa Infostat y RStat. plantas de cada parcela.

OE3. Evaluar el efecto del receptor AtEFR y de genes de resistencia introgresados a partir de S. commersonii, sobre el
proceso de colonizacion y las respuestas de defensa inducidas por la infeccién con R. solanacearum.

Para la evaluacién del patrdn de colonizacién, las plantas cultivadas en invernadero durante dos semanas se
trasplantaron a macetas individuales y se colocaron en una cdmara de crecimiento a 24 °C, con un 60% de humedad
relativa diaria/100% nocturna y un fotoperiodo de 16 h de luz/8 h de oscuridad durante una semana adicional antes de los
ensayos de inoculacion.

Las suspensiones bacterianas se prepararon a partir de cultivos liquidos nocturnos de cepas reporteras de R.
solanacearum y se ajustaron espectrofotométricamente a una concentracion de 107 ufc-ml-1. Las plantas se inocularon en
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el suelo empapando 40 ml de la suspension bacteriana en cada maceta hasta alcanzar una densidad final de 106 ufc-g-1
con herida radicular previa. Las plantas de control inoculadas Unicamente con solucién salina se consideraron como
tratamiento de control negativo.

Para la deteccién de luminiscencia, 12 plantas de cada genotipo: Ipord tipo salvaje, Ipord AtEFR 3, Ipord AtEFR 12, clon
09509.6 tipo salvaje, clon 09509.6 AtEFR 34 y clon 09509.6 AtEFR 37 fueron inoculadas en el suelo con la cepa reportera
UY031 PPS-lux. Las plantas se analizaron con un sistema In vivo MSFX PRO Bruker, tomando imdgenes de luminiscencia
con un tiempo de exposicién de 5 minutos e imdgenes de rayos X, evaluando la colonizacién bacteriana a los 3, 4,5, 6 y 10
DPI.

Para la deteccion de fluorescencia, las plantas se inocularon en el suelo con la cepa reportera UY031 PPS-GFP. A
continuacién, se analizé la colonizacidon bacteriana en los tejidos de las raices y los tallos a los 2, 7y 14 DPI. Las raices y
las secciones transversales del tallo inferior se prepararon y fijaron seguin lo descrito y se observaron en un microscopio
confocal (Leica, TCS-SP5). Se evaluaron tres réplicas para cada tiempo y genotipo. Los experimentos se repitieron dos
veces.

OE4. Andlisis transcriptémico masivo de genotipos de papa transformados con el receptor AtEFR en respuesta a la
infeccion con R. solanacearum.

El objetivo del andlisis fue comparar los perfiles de expresion de los genotipos transformados con el receptor EFR
respecto a los genotipos sin transformar analizando diferentes tiempos post inoculacién con Ralstonia solanacearum (Rs).
Se emplearon plantines multiplicados in vitro que luego fueron pasados a una bandeja pldstica conteniendo solucién
hidropdnica. Mediante esta metodologia se buscé: i) facilitar la inoculacién minimizando dafios mecdnicos a nivel de
raices, ii) uniformizar las condiciones de inoculacién y el tiempo de toma de muestra dentro de cada unidad experimental.
De esta forma se logré evaluar de la forma mds directa y uniforme posible la respuesta de cada genotipo frente a la
inoculacién por el patégeno.

Se utilizaron 100 plantines de cada uno de los siguientes genotipos: clon 09509.6-AtEFR 34 y 09509.6 sin transformar,
Ipord-AtEFR 3 e Ipord sin transformar.

Las plantas fueron inoculados al sexto dia de su pasaje a hidroponia. Para esto, se sumergié cada planchuela durante 10
minutos en una bandeja que contenia una suspension de Ralstonia solanacearum de concentracion 107 ufc/mL. Finalmente
se colocaron los plantines nuevamente en solucién hidropdnica.

Se procesaron las plantas a las 0, 12 y 24 horas post inoculacidn, con la finalidad de abarcar una ventana de tiempo
suficientemente amplia para visualizar la expresion de los genes involucrados en la respuesta PTI en las plantas. En cada
tiempo, se hizo un pool de 6 plantas de cada condicién, y se utilizaron cuatro de estos pools como réplicas biolégicas. Se
cortd y pulverizé con nitrégeno liquido la zona de tallo basal de las mismas, y el tejido vegetal molido fue alicuotado en
tubos eppendorf y almacenados a -70°C.

Se extrajo el ARN del tejido vegetal con un kit de extraccion de ARN para plantas (Qiagen, RNeasy Plant Mini Kit (50)). Se
contratd el Servicio de Secuenciacidn del IIBCE para realizar el Andlisis de Integridad del ARN (RIN) extraido. Se decidid
continuar con aquellas muestras que presentaron un RIN mayor o igual a 7. Estas muestras fueron tratadas con RNA
stable (Biomatrica, RNA stable), para conservar la integridad del ARN. Se envié el ARN protegido a la empresa Admera
Health (Genohub INC), Estados Unidos, para la construccidn de librerias y posterior secuenciacién del ADNc con los
siguientes requisitos: reads paired-end de 150 pb de longitud y cobertura de 30 millones de reads por muestra. Al llegar a
esta empresa, las muestras fueron sometidas a una nueva evaluaciéon del RIN. En esta oportunidad, la mayoria de las
muestras correspondientes a plantas Ipord presentaron una calidad muy pobre, por lo que se decidié continuar trabajando
s6lo con el clon 09509.6.

El andlisis de los datos generados en este ensayo fue realizado en el marco de una pasantia en el Laboratorio de
Bioinformadtica de la Universidad de San Pablo (USP), Brasil, bajo la tutela del Dr. Jodo Setubal y el Msc. Jhonatas Sirino.

Resultados, andlisis y discusién

OE1. La evaluacidn de la enfermedad en el campo es un desafio debido a la desigual concentracién del patégeno en los
suelos naturalmente infectados. Ademds, como R. solanacearum es capaz de persistir en el suelo durante mucho tiempo,
la inoculacién artificial en el campo no es posible debido al alto riesgo de diseminacion. Para superar estas limitaciones,
se construyd un macrotinel que permite condiciones experimentales uniformes y que imitase el entorno natural del campo
cumpliendo con las medidas de bioseguridad. Ademads, el uso del macrotinel minimiza el riesgo de heladas y plagas, y
permite alcanzar temperaturas mds elevadas, favoreciendo la evaluacién de resistencia a enfermedades. En estas
condiciones experimentales se verificd un efecto significativo del gen AtEFR (p<0,0001) y del fondo genético (p=0,0002)
sobre la resistencia al BW, mientras que no se observé ninguna interaccidén significativa entre ambos factores principales
(p=0,2511). Segun este resultado, las dos fuentes de resistencia actian de forma aditiva, lo que permite analizar estos
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efectos principales de forma independiente. El efecto directo del gen AtEFR sobre la resistencia al BW se verificé en los dos
fondos genéticos evaluados. Segun el cdlculo de AUDPC, las lineas transgénicas Ipord y 09509.6 AtEFR fueron
significativamente mds resistentes que sus andlogos silvestres. En cuanto a las plantas de Ipord, Ipord AtEFR 12 fue el
genotipo mds resistente, mostrando una mayor resistencia incluso en comparacién con Ipord AtEFR 3 (p<0,0001). No se
observaron diferencias entre las lineas transgénicas 09509.6 AtEFR 34 y 37, mostrando ambas una resistencia
significativamente mayor al BW en comparaciéon con el clon no transformado 09509.6 (p<0,0001).

Las lineas transgénicas Ipord AtEFR 3 y 12 mostraron un 33% y un 50% de supervivencia de las plantas, respectivamente.
El efecto mds relevante se observé en las plantas derivadas del clon 09509.6. En este caso, se observé una reduccion de
los sintomas de la enfermedad y una tasa de supervivencia cuatro veces mayor para ambas lineas 09509.6 AtEFR en
comparacién con el clon 09509.6 no transformado. Estos resultados fueron publicados en Agrociencia Uruguay (Fort et al.,
2020).

A finales de 2019 se inici6 contactos con el Dr. Marc Ghislain (Biotecndlogo senior- Centro Internacional de la Papa— CIP
coordinado con 2BF y TSL) con sede en Nairobi, Kenia, a efectos de realizar un ensayo comparativo internacional en
campos infestados con la enfermedad. Sha.198, Ipora-EFR-3 y sus controles no transgénicos se sometieron a pruebas de
estimacion de enfermedad por Ralstonia solanacearum. El bioensayo se realizé en inverndculo con plantas inoculadas, 3
plantas y 10 repeticiones, reveld que Ipora-EFR-3 fue la que menos se marchité y, junto con Sha.198, tuvo una baja
infeccion latente.

Los resultados confirmaron las observaciones anteriores de que tanto Sha.198 como Ipora-EFR-3 tienen tolerancia al BW.
También sugiere que Ipora-EFR-3 tiene un mayor nivel de tolerancia a BW. Este resultado podria abrir el camino para
desarrollar un producto basado en los genes pflp y/o EFR.

OE2. Si bien el ensayo se realiz6 con los ambos genotipos, genotipos del clon 09509.6, solo se detalla los resultados
obtenidos con INIA Ipord y sus eventos de transformacion.

Las principales diferencias observadas entre los genotipos fueron en el largo del segundo tallo resultando en INIA Ipord
EFR 12 mds corta que INIA Ipord EFR 3 e Ipord S/T y en los dias a floracion, en las demds caracteristicas no hubo
consistencia entre los valores de los genotipos. Asimismo, se observo cierta diferencia en la apreciacion visual de la
apertura de hoja.

Caracterizacion de rendimiento. En cada ciclo productivo (otofio y primavera) se cuantificéd para cada genotipo el
rendimiento total por superficie y los principales componentes del rendimiento, nimero promedio de tubérculos por planta
y peso medio de los tubérculos producidos.

Todos los genotipos alcanzaron mayor rendimiento total en el ensayo de otofio (rendimiento promedio: 34.8 t ha-1) en
comparacion con el ensayo de primavera (rendimiento promedio: 18.8 t ha-1). En ambos ciclos, el genotipo Ipord EFR3
obtuvo rendimiento significativamente inferior al Ipord S/T. Sin embargo, Ipord EFR12 presenté un rendimiento mds bajo
que Ipord S/T en otoio, pero en primavera superd al testigo sin transformar. Este genotipo mostré una productividad
similar en los dos periodos evaluados.

OE3. Las plantas transgénicas Ipord AtEFR 3 y el clon 09509.6 AtEFR 34 fueron seleccionadas para los ensayos de
colonizacién bacteriana. Las plantas inoculadas con el PPS-lux UY031 fueron evaluadas 3, 4, 5, 6 y 10 dias después de la
inoculacidn. El patégeno se observo por primera vez a los 5 DPI en 7 de 12 plantas de Iporad tipo salvaje, y en 6 de 12
plantas de Ipord AtEFR 3. Sélo 6 dias después de la inoculacidn, las bacterias patdgenas aparecieron por primera vez en 1
de las 12 plantas del clon 09509.6 no transformado. La infeccién de la planta avanzé rdpidamente y, a los 10 dias de la
inoculacidn, las bacterias ya habian colonizado 9 de estas plantas, con un patrén de colonizacién medio extendido. En los
ensayos de inoculacidn con la cepa reportera fluorescente UY031 PPS-GFP, no se observé infeccion a los 2 DPI, por
evaluacion microscépica ni en tallos ni en raices. A los 7 DPI, las raices de todos los genotipos ya estaban colonizadas,
pero en este punto se observaron diferencias en la colonizacidn de los tallos entre las plantas de Ipord y del clon 09509.6.
Ninguna de las plantas derivadas del clon 09506.9, ni las de tipo salvaje ni las de AtEFR 34, mostraron bacterias
fluorescentes a los 7 DPI. En conjunto, las plantas transgénicas AtEFR muestran mds resistencia, en parte porque son
mds eficaces a la hora de impedir la multiplicacion del patégeno en la base del tallo, dificultando asi su propagacién a la
parte aéreaq, lo que explica el retraso en la aparicién de los sintomas de marchitamiento en nuestro ensayo.

OE4. La cuantificacién de la expresidn génica fue realizada con el programa RSEM y se cuantificaron los reads de en cada
transcripto.

Utilizando el paquete EdgeR en R, se realizé el andlisis de expresidn diferencial. Se consideraron como genes
diferencialmente expresados (DEGs) a aquellos transcriptos con Logaritmo de Foldchange (LogFC) ? 1 (up-regulated) y
LogFC ? 1 (down-regulated), y FDR (p-valor ajustado) ? 0,05.

Se observé un patrén de comportamiento similar tanto en el clon sin transformar como en el clon AtEFR 34: luego de la
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inoculacién con Rs se observa una disminucién de la transcripcion a nivel general y la cantidad de genes reprimidos
siempre es mayor a las 12 que a las 24 hpi. Otra observacién es que el clon sin transformar presenta en general, mayor
ndmero de DEGs que su andlogo EFR.

Andlisis de lo que ocurre en el clon sin transformar post-inoculacién. Si observamos el total de genes diferencialmente
expresados en cada uno de los tiempos, con el trascurso de las horas se da una disminucién del 37% de genes
diferencialmente expresados. A su vez, analizando la proporcién de genes inducidos/reprimidos en cada tiempo, se
observa en el tiempo mds tardio un incremento del 8% en la proporcidn de genes reprimidos y una disminucién de 12% de
genes inducidos. Esto podria significar que con el paso del tiempo hay una disminucién en la actividad de los genes totales
de la planta atendiendo a la presencia del patédgeno, con una tendencia mayor a reprimir la expresion.

Andlisis de lo que ocurre en el transformado post-inoculaciéon. De igual forma que en el sin transformar, observamos con
el trascurso de las horas una reduccién de 18% en el nimero de genes expresados diferencialmente, pero sustancialmente
menor, menos de la mitad. Esta gran diferencia podria estar a indicar que la presencia del patégeno en el transformado
altera/afecta de una manera menor la actividad celular general de la planta. Una observacién interesante es que los
valores de genes diferencialmente expresados a las 12 h corresponde exactamente a los valores observados tardiamente
en el sin transformar, dando a entender que las plantas transformadas anticiparon una respuesta mds tempranamente y
que puede definir su condicidn final con el avance del tiempo. Esto abre la expectativa para el andlisis de los componentes
de los DEGs en el comparativo sin transformar y el clon 34.

Andlisis del comparativo entre sin transformar y transformado post-inoculacién. En el comparativo se puede observar
claramente que el nimero total de genes expresados diferencialmente en T1y T2 es menor a los contrastes anteriores 'y
donde es esperable encontrar diferencias especificas debidas a la presencia del gen AtEFR. Si comparamos en los tiempos
la proporcién de genes inducidos/reprimidos, en T1 sigue la tendencia de los comparativos anteriores pero en T2 se da una
reversion de esta tendencia. Efectivamente, en T2 se observa claramente una proporcién mayor de genes inducidos que es
novedoso para el experimento y abre la expectativa de andlisis de lo que alli se encuentre esté relacionado con el efecto
AtEFR. A su vez, se encontraron diferencias a nivel transcriptdmico en las respuestas tempranas frente a la inoculacién
con R. solanacearum del genotipo AtEFR respecto al genotipo sin transformar. Estas diferencias nos permiten sugerir que
la incorporacion del receptor EFR refuerza la respuesta PTI y ETI que se dan en forma complementaria, lo que podria
correlacionarse con los mayores niveles de resistencia de estas plantas observados a nivel experimental. Es necesario
tener en cuenta que estamos observando diferencias que en algunos casos son sutiles, ya que el clon 09509.9 sin
transformar ya es parcialmente resistente a R. solanacearum por la presencia de genes de S. commersonii, y con la
incorporacién del gen AtEFR, esta resistencia aumenta. Creemos que distinta seria la situacién donde se comparara a en
un cultivar susceptible como Ipord, respecto a Ipord-AtEFR, donde el efecto del transgén ayuda muchisimo en el retraso
de la enfermedad (Fort et al. 2020). En este sentido, pareciera que la presencia del gen AtEFR en el clon anticiparia
claramente la respuesta de la planta respecto del genotipo sin transformar. Este anticipo de respuesta altera/afecta los
procesos metabdlicos y fisiolégicos que derivan en un balance favorable a procesos de crecimiento, habiendo superado la
fase de programacidn de la defensa. Esta seria principalmente la explicacion de la mayor resistencia observada en
trabajos anteriores de nuestro grupo (Boschi et al. 2017; Fort et al., 2020). Preliminarmente, dos genes de gran relevancia
en la interaccion AtEFR y el fondo genético del clon 09509.6 ameritan estudios posteriores. Parece importante el rol del gen
PP1 que tiene efecto en unidades regulatorias de senalizacion de auxinas y brasinoesteroides y del gen que codifica para la
enzima premnaspirodiene oxygenase-like que pertenece a la superfamilia Citocromo P450 que se observé altamente
inducida en el transformado. Una Gltima observacion que se desprende de este estudio es que el receptor de membrana
AtEFR podria tener una funcidn destacable en el tiempo mds alld de la bien caracterizada respuesta inicial en la planta. Su
presencia activa en la planta de alguna manera sofocaria nuevos impulsos del patégeno que pudieran existir por
condiciones predisponentes favorables, de una manera que deberd ser caracterizada en este nuevo escenario tardio y
probablemente diferente fenolégicamente. Manuscrito en elaboracidn a ser enviado a publicacién en revista arbitrada.

Conclusiones y recomendaciones

OE1. En este estudio, demostramos que las lineas de papa transformadas con AtEFR presentan mayores niveles de
resistencia al BW en comparacién con los genotipos no transformados. El efecto de AtEFR se verifico por primera vez en
condiciones similares a las del campo. Estos resultados ponen de manifiesto el potencial de las plantas de patata AtEFR
como método alternativo de cultivo comercial prometedor. Ademds, la combinacién de un receptor de PAMP que refuerza
la PTI, con la resistencia cuantitativa introgresada, resulté ser una estrategia valiosa, mostrando mejores resultados que
utilizando cada enfoque por separado. Las plantas AtEFR mostraron una menor proporcién de tubérculos sintomdticos en
comparacién con los controles de tipo salvaje, aunque esta diferencia sélo fue significativa para los genotipos 09509.6.
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Este enfoque podria ser una alternativa prometedora para minimizar las infecciones de marchitez bacteriana en el cultivo
de la papa. Publicado en Agrociencia Uruguay, (Fort et al., 2020).

OE2. El genotipo Ipord EFR 12 en ausencia de R. solanacearum, presentd un rendimiento productivo anual similar a Ipora
S/T. Es de esperar que Ipord EFR 12 mantenga la estabilidad productiva cuando la marchitez bacteriana esté presente en
las parcelas de siembra. Este genotipo, podria ser una variedad interesante para la produccién donde la enfermedad de la
Marchitez Bacteriana estd presente de forma endémica. Igualmente, Ipord EFR 12 puede ser una alternativa para la base
genética de futuros cultivares.

En la actualidad la papa-EFR con resistencia a MB pone de relieve la importancia de un sistema regulador que pueda
realizar la evaluacién de riesgo ambiental en paises donde la enfermedad es endémica y la papa es un alimento bdsico.
Los obtentores de este germoplasma comparten este avance para su uso en regiones que sufren este problema cultural
previo acuerdo de uso.

Se enfatiza la conveniencia de hacer mejoramiento de precisién con el receptor EFR que eviten en el genoma de la planta
huésped otras expresiones mds alld de la esperada, facilitando asi aspectos regulatorios. Manuscrito casi pronto, a ser
enviado a publicacidn en revista arbitrada.

OE3. Al comparar los patrones de colonizacién del patégeno entre los genotipos, concluimos que la mejora de la
resistencia de los genotipos AtEFR puede atribuirse a una restriccion mds efectiva del patégeno en la base del tallo,
dificultando su propagacion a la parte aérea de la planta, lo que explica la reduccién y el retraso en la aparicion de los
sintomas de marchitamiento. La prevencidn total de la propagacién de la bacteria a través de los tubérculos sigue siendo
un objetivo a mejorar. Publicado en Agrociencia Uruguay, Fort et al., 2020.

OE4. Se logré optimizar las condiciones necesarias para crecer las plantas de papa en un sistema hidropénico, y para
realizar un andlisis transcriptémico masivo en patosistema papa-R. solanacearum. Se obtuvieron datos de buena calidad
que permitieron identificar varios DEGs candidatos a participar en la resistencia a la murchera en los genotipos
evaluados. Muchos de los DEGs identificados se correlacionan con hallazgos reportados en estudios similares de nuestro
grupo de investigacion en este patosistema (Narancio et al., 2013) y otros donde interaccionan planta y microorganismo
patdgeno. Esto sustenta la relevancia bioldgica de los hallazgos en el experimento y la validez del abordaje utilizado.

Conclusién general del proyecto

La integracion de mejoramiento genético convencional y biotecnologias son partes de un mismo proceso potenciando el
alcance de objetivos.

Se desarrollaron actividades de laboratorio e inverndculo en INIA, el centro regional sur (CRS, FAgro), FQuimica, bajo
protocolos acorde a los requerimientos de Bioseguridad y autorizados por la comisién para la gestion del riesgo (CGR,
MGAP).

El incremento en la resistencia observado primariamente en cdmara de crecimiento (Boschi et al. 2017) fue confirmada en
condiciones similares a campo (Fort et al. 2020) y en colaboracién con el CIP-TSL-2BF (Kenia) en comparativo
internacional.

En condiciones de campo y ausencia del patdgeno, no se observa un efecto del gen efr sobre caracteristicas productivas.
Se recomienda como altamente conveniente el empleo del gen efr empleando tecnologias de edicién de genomas
(mejoramiento de precisidn) con el objetivo de dirigir la insercién en puertos seguros genémicos. Es una observacién que
requiere estudios posteriores y podria tener efectos positivos al momento de la evaluacién por un sistema regulatorio.

El andlisis de expresidn de genes permite explorar puntualmente lo que estd ocurriendo en la planta en un momento dado.
Se confirma la importancia de los cambios bioquimicos que afectan el balance defensa — crecimiento y donde el
cloroplasto juega una funcién importante.

Los genotipos caracterizados en este proyecto constituyen un germoplasma de alto valor potencial para empleo por
programas de MMGG nacional y donde la incidencia de la enfermedad es alta (Africa-Asia).

Durante el desarrollo del proyecto, se financié un cargo de investigador, se construyé un inverndculo en CRS (FAgro) con
condiciones de bioseguridad para la contencién de eventos OGM y del agente patdgeno, se desarrolld una tesis de Maestria
con beca ANII, se publicé un articulo en revista arbitrada y se cuenta con el manuscrito de un segundo articulo.
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