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Genes R mayores (NB-LRR): El patdgeno puede mutar y evadir
INIA la deteccion por los genes R

a Fully virulent

A
Avr avr3a MRLAIMLSATAVAINFA ~==~IDQTKVLVYGT P~ =~~~ AHYIHDSAGRRLLRKNEEN 52
AVR3a MRLAIMLSATAVAINFA -==IDQTKVLVYGTP~ ===~ AHYIHDSAGRRLLRKNEEN 52
PEX147~-3 MRLAIMLSTTAVATYLT A~-==IDQTKVIMYGTP~ ===~ AHYIHDSAGRRFLRKNEEN 52
Pathogen PEX147~-2 MRLAIMLSTTAVATYLTTCSA~~~VDQTEKVLMYGSP~ =~~~ AHYIHDSAGRRLLRKNEES 52
AVRI1B MRLSEVLSLVVAIGYVVTCNATEYSDETNIAHVESPDLVRRSLRNGDIAGGRFLBAKKED 60
RNEW2ssRW 0w P S BRI » il - * RN Nk R
avr
avr3a EETSEERAPNFNLANLNEEMFNV AKKLAKQLMGNDKLADAA QHNRVTL 112
AVR3a EETSEERAPNEFNLANLNEEMFNVAAL AKKLAKQLMGNDKLADAA HNRVTL 112
R r PEX147~-3 EETSEERAPNFNLANLNEEIFNVAALT AKKLAKQLMGNDEMAKAA QHNGVTP 112
Host PEX147-2 EETSEERAPNFNLATLNEEMFDVAALTKRADAKKLAKQLMGNGKLADAAYIWWQHKRLTL 112
. AVR1B DAG~~ER~=====cceccee= TFSVITDLWNKVAAKKLAKAMIADPSKEQKAYEKWAKKGYSL 106
La presencia del alelo C19 K80 1103 (C-K-I) allele fue 57 e T T PR R S S
asoclada con avirulencia, mientras que aislados
" " avr3a DQIDTFLEKLASRKTQGAKYNQIYNS YMMHLGLTGY 147
virulentos fueron homocigotos para el alelo S19 E8SO i B T G 127
M103 (S-E-M) PEX147-3 SQIDTFLKLASGKTQGARYNEIYNS-YLMHLGLTAY 147
PEX147-2 DQIDAFLKLASSKTOQGARYNRIYNSCYMMHLGLTGF 148
AVR1B DKIKNWLAIADPKOQKG~-KYDRIYNG~-YTFHLYQS~-~ 138
3R, AW EW._ R MAR WIN., NCSWN

avr 3aEM escapa al

reconocimiento de R3a Armstrong et al., 2005

Incorporacion de un gen R mayor como estrategia de resistencia fue abandonada temporalmente



Table 1. Signiﬁcanm:' of the effect of marker loci on foliage and tuber
blight resistance, vigour and earliness (maturity).

Estrategia: Acumulacion de

Chrom. Marker Foliage Tuber Vigour Earliness
INIA locus Blight  Blight (maturity) Genes menores de efecto

I1 STM2022 - - - * aditivo

I1I GP25 o - - -

IV GPI80 — - — *

v GP21 o - o o Dificil de lograr un nivel de resistencia que se
STpto o - o o aproxime al que brindan los genes R mayores (que
GP]TQ’ ¥ ook % % * F F ok )
STMOOL » - - no han sido superados)

VI GP79 * - - - Resistencia de campo depende de .
STMO001  * - - - 1) Estado de desarrollo y condicion fisiolégica
STMO0019  * - - - (madurez, vigor)
STMII00 ™ - - - 2) Dinamica de poblacién del patégeno alo largo del

i :?Enﬂg _ ) _ . ciclo de la planta en un ambiente
SOOI ) ) . 3) Alelos de genes Ry alelos supresores de genes R
STM1003 : . . 4) Capacidad de respuesta a estres general

VIII STM3015 - - - *
STM1056 - - - o
STM0024 - - - o

X prp * - - - Dificil interpretar el aporte real a la resistencia de
STM1102 * - - - campo de regiones del genoma con efecto menor,

XI GP250 - - ’ - dificil integrar numerosos genes en un clon o

variedad

'Signiﬁcancc of marker association determined on genotypic classes us-
ing the Kruskall-Wallis K-test where: — not-significant; * P<0.05; **
P<0.01; ** P <0.001.

Collins et al., 1999



E Re valoracion de genes R con efecto mayor

® Piramidar genes R de amplio espectro y tedricamente mas durables

® FJ:R1+R2+R3+R8+R9 mmmm)




Table 1 Classihcaton of cloned R genes based on their genomuc location, recognition specificity and
resistance spectrum

R pene Chromosome Chster” Avr Spectum”

Rpi-bib3 4 CI2 Avi2 Intermediate

R2 4 CI2 Avi2 Intermediate

Rt - Cl2 Al Intermediate

Rpi-edhl 4 CI2 Avi2 Intermediate

RI 5 CM Avr] Narrow

Rpsi-bib2 f C2% Aviblb2 Broad Algunos genes R otorgan
Rpi-hib1 8 C40-C41 Avistol Broad : :

Rpi-ptal # C40-C41 Avistol Broad resistencia de_ alto
Rpi-stol 8 C40-C41 Avrsto] Broad espectro para aislados
Rpi-vrtl. ] g Cc4 Avrvntl Broad en Paises Bajos
Rpi-edh2 9 C4 Av b2 Broad

R% 9 C4 Aviblb2 Broad

Rpi-megl 9 C4 Avi2 Intermediate

RS 9 C43 Av s Broad

Rps-smiral 9 C43 Av e Broad

Rpi-chel 10 C46 Aviche ] Broad

Rpi-tar 10 C46 Aviche ] Broad

Rpi-her 10 C46 Aviche ] Broad

Rpi-che2 10 C46 Aviche?2 Narrow

R3a 11 C53-054 Avi3a Narrow Haverkort et al., 2016
R3b 11 55 Avr3b Narrow

* Strongest homo logy to clusters as described by Jupe et al. (2013)

hlimad-:-'.pectmn resistance = plants harbouring this R gene are resistant to over 80% of the P infestans
isolates from the Netherlands, MNarrow-spectrum resistance = plants harbourmg this R pene are resistant to less
than 10% of the P infestans isolates from the Netherdands
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MaR8 y MaR9: Genotipos portadores de multiples genes R, son interfértiles con material
tetraploide

Theor Appl Genet (2012) 124:923-935
DOI 10.1007/=00122-011-1757-7

ORIGINAL PAPER

Broad spectrum late blight resistance in potato difterential set
plants MaRS8 and MaR?9 is conferred by multiple stacked R genes

Hvoun-Joung Kim - Heung-Ryvul Lee - Kwang-Ryong Jo -
5. M. Mahdi Mortazavian - Dirk Jan Huigen - Bert Evenhuis -
Geert Kessel - Richard G. F. Visser - Evert Jacobsen - Jack H. Vossen

MaR8 aporta genes R3a, R3b, R4y R8
MaR9 aporta genes R1, R2, R3a, R3b, R4,R8 y R9

Kim et al., 2012



Theor Appl Genet (2012) 124:923-935 027

Table 2 On site Pi virulence

o Year Genotype R gene content Calculated delay in Relative delay in
MORIOTNE Fi symptoms (days) Fi symtoms*
2006 Bintje - - a
MaR] I 4 a
MaR2 2 3 a b
MaR3 3a, 3b 4 a .
MaR4 4 7 a b
MaRS 3a. 3b. 4, 8 37 b . i _
MaR9 1, abptl, 3a, 3b, 4, 8, 0 66 . © En teoria, varios
2007 Bintje - I a genes R en un
MaRi ! 2 2 b mismo genotipo
MaR2 2 2 a b - -
ofrecen resistencia
MaR3 3a, 3b 2 a b i
Ma R s | . de amplio espectro
MaRS 3a, 3b, 4, 8 13 . . cd
MaRY 1, abptl, 3a, 3b. 4. 8.9 No lesions®* A« |
2008 Bintje - 3 a b
MaR] I ] a
MaR2 2 3 a b
MaR3 3a, 3b 2 a b
* The onset of Pi symptoms was MR 4 7 a b
compared bt:?wn:n:n d]lf{'rn.:nl_ MaRS 14 3b. 4.8 24 - a
genotypes using T test. Signifi- )
cant differences in delay MaR% I, abptl, 3a, 3b. 4. 8.9 15 =
between different genotypes are M09 Bintje _ | a .
represented by different letters. MaRs 1o 3b 4. 8 113 -
If ranges of letters are overlap- o e ‘ L
ping there was no significant MaRY 1, abptl, 3a, 3b. 4,8, 9 No lesions . . C
difference observed between the Sarpo mira 3a, 3b, 4, smiral, 2 No lesions*# . . C
genotypes in this particular year W10 Binti 3 3 i
e a . . -
** In case no lesions were found PE_18 g a0 B . . KI M et al ") 2012
on the tested plants during the
course of the experiment, calcu- Mak3 3a, 3b, 4, 8 20 o
lations for delay according to Sarpo mira 3a. 3b. 4, smiral, 2 51 . b.
censor showed an unrealistic fig- RO_53 3a.3b. 4. 8.0 103 o
ure, which was replaced by “no MaRg 1, abptl, 3a. 3b, 4. 8.9 No lesions** .. .a

lesion”




Late blight resistance in CIP breeding lines largely explained
by a large effect QTL in chromosome 9
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- Also functional In
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Lindqgvist-Kreuze et al., 2014. Phytopathology. Phenotypic stability and genome-wide association study of late blight resistance in potato

genotypes adapted to the highland tropics
Rui et al., 2018. J. Exp. Bot. Potato late blight field resistance from QTL dPI09c is conferred by NBS LRR gene R8.
Lindqvist-Kreuze et al., 2020. BiorXiv. Global multi-environment resistance QTL for foliar late blight resistance in tetraploid potato with tropical

adaptation

Fuente: Hanelle Lindqgvist-Kreuze, Centro Internacional de |la Papa (CIP)




P. infestans population in Peru: survey 2016-2017

PCA with Bruvo distance

—— 116 Isolates tested for
s{EC1 la  PE7,PE3 .+ *Bi.|  virulence to R1-R11 in
/PQO?\ la . DLA
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Lindgvist-Kreuze et al., 2019. Plant Pathology. Population structure and host range of the potato late
blight pathogen Phytophthora infestans in Peru spanning two decades.

Fuente: Hanelle Lindﬁvist-Kreuze, Centro Internacional de la Paﬁa §CIP‘



Summary

* Field Resistance to late blight in CIP tetraploid breeding lines can be attributed to a QTL In
chromosome 9

 S.demissum resistance gene R8 identified in this QTL suggesting that a single major gene may
explain a large proportion of the field resistance

* Virulence to R8 detected in relatively low frequency in Peruvian P. infestans population

Fuente: Hanelle Lindgvist-Kreuze, Centro Internacional de la Papa (CIP)
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Marcadores asociados a genes R en variedades usadas en Chile

Variety Golden nematode PVX Late blight PVY Light yellow flesh/

resistance resistance resistance resistance white flesh
Karu-INIA HI1; Gro VI Allele 3 BCH 2
Patagonia-INIA Gro VI Allele 3 BCH 2
Pukara-INIA Gro VI; Gro 14 RX? Allele 3 BCH 2
Puyehue-INIA HI: Gro VI; Gro 14 Eaa Allele 3 BCH ?
Yagana-INIA Hi: Gro VI RX2 Allele 3 BCH 2
Fueguina-INIA — R3a—R3b —
Ona-INIA — R1 Allele 3 BCH 2
Pehuenche-INIA Gro VI; Gro 14 Ra3a Allele 3 BCH 2
Puren-INIA Gro VI R1; R3a; R3b —
Kuyen-INIA — RX2 —
Rayun-INIA HI1; Gro VI R3b
R&7009-28 Ry g

S~ 7

Table 4. Molecular markers assodated with resistance genes and light yellow flesh color present in the released varieties.

} 250 [EaEs
Mufioz, Folch, et al., 2018. : CHILE LO
HACEMOS
TODOS

Gobierno de Chile



Resistencia varietal al tizon tardio de la papa

INIA

Resistencia varietal a
Tizon tardio

Bintje a
Shepody b
Red Scarlett ab
Atlantic abc
Rodeo s bhcod Fuente: |vette Acuﬁa,

2018

RS a1 th
Wileh-lgemu cd
Yagana - _________________________________________________| d NO R

Asterix de
Pukara ed No R
Karu | Ed NO

Cardinal e ed

Granola i — | o

Romano —  fc h
Desiree e fgh
Agria e fgh
KLJ‘H‘.I"EF"I | gh

Cultivares

Patagonia EEEEESSSSSSSEE——— ch :
el Rpl mCd
Amadeus I
Symfonia T
Cornado meEESSs—— j
HE]‘H_.I"LJH L j
Pehuenche ma————— j R3Fl§?')a
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
mstAUDPC

Ray(n-INIA



Cruzamientos controlados para integrar
multiples genes R

Female parent Male parent
MaR9 X Karu
MaR9 X Ona ’ | e
MaR9 X Pukara MaRS a aR -
MaR X Rodeo Donantes de genes R para tizdn tardio
MaR9 X Yagana
Karu X MaR8
Pukara X MaR8 Se utilizaron los genotipos MaR8 y MaR9 como donantes
Puyehue X MaR8 de multiples genes R hacia individuos segregantes
Yagana X MaR8 obtenidos desde cruzamientos controlados con otras

variedades, de manera de generar lineas experimentales

Manuel Mufioz. INIA Remehue mejoradas portadoras de multiples genes R.



“  Resistencia de segregantes portadores de distintos genes R para resistencia a
g tizon tardio

|N|A ). Combinar multiples genes R que confieren resitencia al tizon tardio en nuevas
lineas de programa de mejoramiento genético de papa de INIA Remehue, Chile.

b. Evaluar el nivel de Resistencia a P. infestans en genotipos portadores de diferentes
genes R heredados de la hibridacion entre MaR8 y MaR9 con variedades de buen

desempeno agronomico
Donante de 7 genes R de

Solanum demissum

Female parent Male parent
—  MaR9 Karu

MaR9 Ona

— MaR9 Pukara
MaR9
MaR9

Karu

Rodeo

Yagana
MaR8
MaR8

MaRs Donante
MaR8
de 4 genes
R de
Solanum
demissum

o

Pukard

Puyehue

X | X | X | X |X|X|X|X|X

Yagana

90 segregantes fueron seleccionados para extracciones de
ADN vy evaluaciones fenotipicas en una primera temporada.

Manuel Munoz, INIA Remehue
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Gel de agarosa al 1.5% en TBE 0.5X para el marcador molecular Rpi-4,,.R1. Se observa la
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 1400 pb, tamafo correspondiente
a la amplificada por este marcador para el gen de resistencia 4, .R1 de resistencia a tizon
tardio

Implementacion de marcadores
moleculares y evaluaciones fenotipicas

Las lecturas de la enfermedad
fueron tomadas en base al
porcentaje del follaje infectado
durante el desarrollo.

Estimacion visual comparando
partes verdes y no verdes de la
planta

Las lecturas son integradas a

T ay  UN area bajo la curva de

' progreso de la enfermedad
i

S "‘5
ST sV f{;

e
AN !
)

®

“AUDPC)

Reconocer la presencia de marcadores,
sus genes asociados y las combinaciones
en cada clon derivado de la cruza

Manuel Munoz, INIA Remehue
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g Area Under the Disease Progress
INIA Curve (AUDPC)

Figure 1. Graphic representation of the AUDPC

El valor AUDPC es calculado usando la siguiente |
formula, donde t=tiempo de cada lectura; B
y=porcentaje de follaje afectado en cada lectura _—
, 28 — E T
y n=numero de lecturas S oo,
/ f
n-1 $ d h] — 505
auppc=y (2t ) (g -t A
j= 2 5 .
= : r
ﬁ? — @ . v
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| 400
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Evaluation days

Data analysis

AUDPC or percent of infection values can be analyzed using variance analysis (ANO-
VA) after exploration of the data through simple statistics such as means, standard
errors, frequency distributions and box plots.

International Potato Center, 2007
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Valores de AUDPC relativos susceptibles no portadores de genes Ry categorias de resistencia

Combinacion Promedio RAUDPC SD AUDPC Categoria™

R1, R3a, R8 0,000 0,000 Muy resistente
R?2 0,000 0,000 Muy resistente
R2, R8 0,003 0,003 Muy resistente
R1, R2, R3a, R3b 0,008 0,011 Muy resistente
R1, R2, R8 0,009 0,007 Muy resistente
R1, R2, R3a, R3b, R8 0,013 0,003 Muy resistente
R2, R3a, R3b, R8 0,017 0,015 Muy resistente
R1, R3a, R3b, R8 0,110 0,209 Muy resistente
R3a, R3b, R8 0,111 0,124 Muy resistente
R8 0,184 0,238 Resistente
R3a, R8 0,271 0,000 Resistente
R3a, R3b 0,672 0,530 Susceptible
R34 1,307 0,000 Muy susceptible

* Criterio segun Mendoza (2010)

AUDPC portadores R/AUDPC controles sin genes R

Manuel Munoz, INIA Remehue



Segunda temporada de evaluaciones fenotipicas

Tubérculos descendientes de 71 genotipos segregantes se multiplicaron y
fueron dispuestos en parcelas dispuestas frente a una parcela de una variedad

control susceptible, en tres réplicas

ANOVA y LSD

test para Parcela de genotipo portador
evaluar de genes R

diferencias

para cada par
de genotipos

Parcela de
genotipo
control
susceptible (var.
Atlantic)

Manuel Munoz, INIA Remehue



INIA

En ambas temporadas, se indujo condiciones predisponentes para el atague de la
enfermedad y no se aplicaron fungicidas.

'--1-- L LA e {1 A ]
e Sl e %

Manuel Muinoz, INIA Remehue



AUDPC

Calculado desde |la
estimacion del
porcentaje de follaje
afectado

Manuel Munoz, INIA Remehue
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Valores de AUDPC relativos a controles susceptibles y categorias de resistencia

Combinaciones de genes R

Media RAUDPC Grupos
estadisticamente

Categoria*

homogeneos

R1, R2, R8 0,025 def muy resistente
R2 0,030 def muy resistente
R1,R2,R3a,R3b 0,036 def muy resistente
R1, R3a, R3b, R8 0,060 def muy resistente
R1,R2,R3a,R3b,R8 0,061 def muy resistente
R2, R3a,R3b,R8 0,095 cdef muy resistente
R8 0,097 bcdef muy resistente
R2, R8 0,110 cdef muy resistente
R3a, R3b, R8 0,130 abcdef muy resistente
R1, R3a, R3b 0,160 abcdef resistente
R3a, R8 0,190 cdef resistente

R3a, R3b 0,200 abcdef resistente

R3a 0,540 a moderadamente susceptible

x

Criterio segun Mendoza (2010)

AUDPC portadores R/ AUDPC controles susceptibles sin genes R

Manuel Munoz, INIA Remehue
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) Frecuencia de clones significativamente mas resistentes que el control
NI susceptible para cada combinacion de genes R detectada

% de clones significativamente distintos

Combinacion del testigo

R3a 0,0
R3a, R3b, R8 61,5
R2,R8 66,7
R3a, R3b 66,7
R1, R3a, R3b, R8 88,9
R8 88,9
R1,R2,R3a,R3b,R8 90,0
R1,R2,R33a,R3b 100,0
R1,R2,R8 100,0
R1,R33,R3b 100,0
R2 100,0
R2, R3a,R3b,R8 100,0
R3a, R8 100,0

Manuel Munoz, INIA Remehue
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% Frecuencia de cada gen Ry porcentaje de clones significativamente
INIA mas resistentes que el control susceptible
Clones en cada categoria/Genes R R1 R2 R3a R3b R8
Total portadores de cada gen R 29 28 53 51 56
% de cIQnes con menor AUDPC que testigo 93 1 92 9 811 82 4 839
susceptible*®
* diferencia estadistica p<0,05
Progenitor donante de N° de clones evaluados en la % de clones con menor AUDPC que
genes R progenie el testigo
Dif MaR8 23 69,6
Dif MaR9 47 39,4

Manuel Munoz, INIA Remehue



Esquema operacional del PMG de papa

INI A Familias
. segregantes
Familias F1
segregantes
Year Clones, Plants/clone, Fl
# #
| 100000 (seedlings) Fa m | | |a S
11 segregantes
F1
111
v
A"
VI
VII
Vil hundreds Clones con tubérculos bien
conformados, atractivos al consumidor

Figure 2-4 Schematic representation of a traditional potato breeding scheme. A hypothetical p a ra e I m e rca d O e N fre S CO

number of clones are evaluated each year and a hypothetical number of plants are grown for
each clone. Following crosses between selected parental lines, each year a decreasing number
of selected clones is evaluated in increasingly sophisticated field /laboratory trials.

Bradeen et al., 2011 Evaluacion en ensayos y
seleccion de lineas que

presenten las caracteristicas
de mejora deseads
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Conformacion de tubeérculo en clones evaluados

Grupos

Combinaciones de Clone:s hor Media RAUDPC estadisticamente Categoria™ % -on conformacion de
genes R combinacion homogeneos tubérculo aceptable
R1, R2, R8 4 0,025 def muy resistente 25

R2 1 0,03 def muy resistente

R1,R2,R3a,R3b 3 0,036 def muy resistente

R1, R3a, R3b, R8 9 0,06 def muy resistente 11
R1,R2,R3a,R3b,R8 10 0,061 def muy resistente 30

R2, R3a,R3b,R8 7 0,095 cdef muy resistente 0

R8 9 0,097 bcdef muy resistente 33

R2, R3 3 0,11 cdef muy resistente 0

R3a, R3b, R8 13 0,13 abcdef muy resistente 30

R1, R3a, R3b 3 0,16 abcdef resistente 0

R3a, R8 1 0,19 cdef resistente 100

R3a, R3b 6 0,2 abcdef resistente 0

R3a 1 0,54 a moderadamente susceptible 0

Total 70 20

Conformacidn aceptable: Conformacion regular, ovalada o redonda,
0Jos no profundos y ausencia de defectos externos o internos

Manuel Munoz, INIA Remehue
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Nota de conformacién de tubérculo en progenies de primera y segunda
generacion de cruzamientos con donante de genes R

. N° de i , , i
% Genoma donante Variable clones Media D.E. CVv Min Max Mediana
de genes R
/ 9 9

>

Conformacion de
O (Testigos) tubérculo 2 9 0 0 S

25 (Segunda Conformacion de
Generacion) tubérculo 52 4,1 1,68 41,1 1

50 (primera Conformacion de
generacion) tubérculo 42 3,76 1,61 42,66 1

Manuel Munoz, INIA Remehue
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Ranking de conformacion de tubérculo en clones con combinaciones de genes R para tizén

tardio + nematodo dorado + PVY

~ N\
Combinacion de

marcadores n Media D.E. CV Min ﬁ'\ I\;Issiiana

No presentes 22 4,77 2,27 47,49 1 9 4,5
R8, Grol-4 11 4 1,9 47,43 2 9 3
Grol-4 9 4,22 2,11 49,93 2 8 4
Ryadg 6 4,5 1,52 33,7 3 7 4,5
R8 8 4,25 1,49 35,01 3 7 4
R3a, R3b, R8 5 4 2 50 2 7 3
R1, Grol-4 2 5 1,41 28,28 4 6 5
Ryadg, H1 2 5 1,41 28,28 4 6 5
R1, R8, Grol-4 3 4,67 1,15 24,74 4 6 4
R3a, R3b, R§, H1 1 5 0 0 5 5 5
R3a, R3b 3 4 1 25 3 5 4
R1, R3a, R3b 1 4 0 0 4 4 4
R1, R3b 1 4 0 0 4 4 4
R3a, R8 1 4 0 0 4 4 4
R1, R2, R3a, R3b, R8 2 3,5 0,71 20,2 3 4 3,5
R2, R3a, R3b, R8 4 3 1,41 47,14 1 4 3,5
R3a 4 3,5 0,58 16,5 3 4 3,5
R1 1 3 0 0 3 3 3
R2, R3b, Grol-4 1 3 0 0 3 3 3
R3a, R§, Grol-4 1 3 0 0 3 3 3
R2, R3a, R3b 2 2 1,41 70,71 1 3 2
R1, R3a, R3b, R8 2 2 0 0 2 2 2
R3a, R3b, R8, Grol-4 2 2 0 0 2 2 2
R3b 1 2 0 0 2 2 2
R8, R1, Grol-4 1 2 0 0 2 2 2
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Variables de tubérculo y planta en clones portadores y
no portadores de genes R

Z
>

Variable Aspecto de tubérculo Madurez a los 100 dias Vigor de planta
Ausencia/
GenR Presencia N Medias D.E. Maedianas Medias D.E. Medianas| Medias D.E. Medianas
R1 A 80 401 + 1,7 4 6,99 + 1,4 7 6,11+ 2,1 6
P 14 357 +£1,3 4 6,64 + 1,2 7 5,50+ 2,0 6
R2 A 85 4,06 + 1,7 a 4 7,02 £+ 1,4 7 5,94+ 2,1 6
P 9 2,89 +1,2 b 3 6,11 + 1,3 6 6,33+ 1,7 6
R3a A 66 4,21 + 1,7 a 4 6,86 + 1,5 7 5,70+ 2,1 6
P 28 332+13 b 3 7,11 + 1,3 7 6,64+ 1,7 7
R3b A 69 4,20 + 1,7 a 4 6,90 + 1,5 7 5,70+ 2,2 6
P 25 324+14 b 3 7,04 + 1,3 7 6,80+ 1,5 7
R8 N 53 4,11 + 1,7 4 7,06 + 1,4 7 6,00+ 2,2 7
P 41 3,73 £+ 1,6 3 6,73 + 1,4 7 5,90+ 1,9 6

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, test de Kruskall-Wallis 5%

% genoma donante Variable n Media D.E. Ccv Min Max Mediana
0 (Testigos) Nota de madurez a 120 dias 2 7,5 0,71 9,43 7 8 7,5
25 Nota de madurez a 120 dias 52 6,9 1,45 20,93 3 9 7
>0 Nota de madurez a 120 dias 42 7,0 1,37 19,64 4 3 7

Manuel Munoz, INIA Remehue
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o o Mutations introduced
* ¢Edicion genica? in susceptibility genes
through CRISPR/Cas9 genome
Hoy se enfoca en genes que editing confer increased late blight
derterminan la susceptibilidad (S resistance In PDtEtDES

gen eS) Mam Phuong Kieu', Marit Lenman’, Ev Sheng Wang’, Bent Larsen Petersen® &
Erik Andreasson®
| a p érd | d a d e fu NC | é N d e g enes S The use of pathogen-resistant cultivars is expected to increase yield and decrease fungicide use
;o . . in agriculture. However, in potato breeding, increased resistance cbtained via resistance genes
p ) d Fla incremen tar I a resi Sten Cla a P . (R-genes) is hampered becavse R-gene(s) are often specific for a pathogen race and can be guickly
- overcome by the evelution of the pathogen. In parallel, susceptibility genes (5-genes) are important
infestans ¥ pathog p ptibility g (5-genes) po

for pathogenesis, and loss of 5-gene function confers increased resistance in several plants, such

as rice, wheat, crtrus and tomatoes. In this article, we present the mutation and screening of seven
putative S-genes in potatoes, incduding two DMRE potato homologues. Using a CRISPR/Cash system,
which conferred co-expression of two guide ENAs, tetra-allelic deletion mutants were generated and
resistance against late blight was assayed in the plants. Functional knockouts of StDNDI StCHLI,
and DMG4000005E62 (5:DMRE-1) generated potatoes with increased resistance against late blight.
Plants mutated in 5¢DND1 showed pleiotropic effects, whereas StDMR6E-1 and 5¢CHLI mutated plants
did not exhibit any growth phenotype, making them good candidates for further agncultural studies.
Addtionally, we showed that DMG401026523 (here denoted 5tDMREG-2) knockout mutants did not
demonstrate any increased late blight resistance, but exhibited a growth phenotype, indicating

that 5tDMRE-1 and 5tDMRG-2 have different functions. To the best of our knowledge, thisis the first
report on the mutation and screening of putative 5-genes in potatoes, inclueding two DMEG potato
homologues.

Kieu et al., 2021

Manuel Munoz, INIA Remehue
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 Los segregantes portadores de genes R presentaron valores AUDPC significativamente
menor que testigos y segregantes no portadores

* En los segregantes pertenecientes al grupo que mostré mayor susceptibilidad, se
encontraba presente el gen R3, indicando que éste seria menos efectivo en otorgar
resistencia, debiendo preferirse la incorporacion de otros genes del genotipo donante.

* Genotipos donantes de multiples genes R son utiles para generar clones portadores de
estos genes con caracteristicas de tubérculo y planta minimas para ser evaluados en
etapas avanzadas de mejoramiento genético

* Se busca piramidar genes de resistencia a P. infestans y combinarlos con genes de
resistencia a G. rostochiensis y PVY mediante la implementacion de marcadores

moleculares

Manuel Munoz, INIA Remehue
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