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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1.Fundamentacion del Problema

Las heladas constituyen el factor abiotico mas importante que afecta la productividad
de los cultivares de papa en el Per(. Segun el CIP y la coordinadora Nacional de
productores de papa, en el 2012 se sembraron 319,000 Has. Y aproximadamente el

50% fue afectadas por las heladas.

Las bajas temperaturas impiden que la planta complete su ciclo vegetativo, en
consecuencia no alcanzan los tamafios ideales para el mercado.

La comunidad cientifica viene descubriendo marcadores de resistencia a factores
abidticos, sin embargo poco se ha descrito con relacion a marcadores de factores

abioticos, especialmente heladas.

2.2.Formulacién del problema
¢ Cuales son los genes relacionados con la resistencia a heladas en el cultivo de papa?

2.3.0Dbjetivos de la investigacion

2.3.1.0Objetivos generales

e Determinar los genes relacionadas con la resistencia a heladas a través de un
analisis proteémico y transcriptomico.



2.3.2.0bjetivos especificos
e ldentificar y cuantificar las proteinas que podrian estar implicadas en el

fenotipo de resistencia a heladas.
e Verificar si existe correlacion entre la proteina y la abundancia del transcrito.
e Estandarizar un test de PCR para determinar si los genes que codifican las
proteinas candidatas correlacionan con el fenotipo de resistencia o

susceptibilidad

2.4.Hipotesis
La determinacion de marcadores moleculares de resistencia a heladas podria contribuir
al mejoramiento genético molecular de forma mas réapida y efectiva, auxiliando a los

mejoradores en la decision de los parentales a usar en los cruces.

2.5.Justificacion del estudio

La determinacion de marcadores moleculares de resistencia a heladas podria contribuir
al mejoramiento genético molecular de forma mas rapida y efectiva, auxiliando a los

mejoradores en la decision de los parentales a usar para los cruces.

I1l. MARCO TEORICO

3.1.Antecedentes de la investigacion.

Los factores bidticos constituyen la amenaza mas significativa a la produccién de papa
en el mundo, de éstos el Tizén tardio, enfermedad causada por el patdgeno oomiceto
Phytophthora infestans (Mont.) es el que méas dafios causa. En este sentido, en nuestro
pais el Centro Internacional de la papa (CIP) ha venido trabajando en la busqueda de
marcadores moleculares de resistencia a este hongo [2,3] y a otros factores bidticos
como virus [4]. Igualmente la comunidad cientifica ha descrito marcadores de
resistencia a otros agentes biéticos como la verruga de la papa [5,6]. Por otro lado,
probablemente el factor abidtico mas investigado, con relacion a genes de resistencia
ha sido la sequia. En este sentido los estudios apuntan a que la supresion o disminucion
de transcritos de genes relacionados con fotosintesis esta relacionada con la respuesta a

estrés hidrico [7,8]. Asi como el aumento de actividad de enzimas de barrido de

3



especies reactivas de oxigeno [9] y a la acumulacion de prolina y metabolitos de bajo
peso molecular como ascorbato y a-tocoferol [7]. Otros genes como el PR10 aislado de
la variedad de papa Desiree [10] y el gen StDREB1 [11] han mostrado una correlacion

positiva con el fenotipo de resistencia a sequia.

En el Per( actualmente existe 319 mil hectareas sembradas de papa y de las cuales, el
50% son afectadas por heladas, constituyéndose asi en el factor abidtico mas
importante que perjudica la productividad de los cultivares. Las bajas temperaturas
impiden que la planta complete su periodo vegetativo y en consecuencia no se alcancen
los tamafios ideales del mercado. A pesar de los estupendos avances en la obtencion de
variedades mejoradas resistentes a heladas, todavia poco se ha investigado con relacion

a marcadores de resistencia a las heladas y es aqui donde centraremos la investigacion.

En nuestro pais el Instituto de Innovacion Agraria (INIA) y el CIP han realizado un
excelente trabajo de mejoramiento genético clasico de papa. El afio 2012 presentaron
un catalogo de 13 variedades resistentes a heladas y sequia aptas para cultivarse desde
los 200 hasta los 4,200 msnm. Estas variedades son: Altiplano, Punenita, Venturana,
Roja ayacuchana, Antefiita, Tocasina, Wanquita, Puca Lliclla, Pallay Poncho,
Chujmarina, Serranita, Colparina y Maria Bonita. Plantulas de estas variedades seran

utilizadas en los experimentos que plantea este trabajo de investigacion.

En papa, a pesar del avance importante en las investigaciones a nivel de genoma [1] y
transcriptoma pocos estudios existen a nivel de proteoma. Consideramos que para la
exploracion de candidatos de marcadores moleculares a nivel génico, se debe llevar en
consideracion la expresion de los mismos a nivel de proteina. Para la realizacion de los
experimentos de andlisis de expresion a gran escala se utilizara proteémica de segunda
generacién. Su precision, exactitud y robustez de la tecnologia permitira identificar
potenciales candidatos a nivel de proteina, asi como determinar sus niveles de
expresion con relacion al proteoma entero o a subproteomas. Adicionalmente

podremos realizar una comparacion del nivel de oxidacion de los proteomas.



IV. METODOLOGIA

4.1.Tipoy nivel de investigacion

Este estudio es de tipo Explicativo-Experimental

4.2.Método de la investigacion

A. Primera etapa: Analisis protedmico a gran escala usando espectrometria de masas.

Se buscara identificar y cuantificar las proteinas que podrian estar implicadas en el

fenotipo de resistencia a heladas.

Figura N° 1. Objetivo de la primera etapa
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B. Segunda etapa: Analisis de abundancia de transcritos (ARN mensajero), usando
RT-PCR (Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real). En esta etapa se desea

verificar si existe una correlacion entre la proteina y la abundancia del transcrito.

Figura N° 2. Metodologia para encontrar la correlacion ARN-proteina

Flujo de la informacién genética

uge[RLOY)




C. Tercera etapa: Analisis a nivel gendmico usando PCR. Estandarizar un test de
PCR para determinar si los genes que codifican las proteinas candidatas

correlacionan con el fenotipo de resistencia o susceptibilidad.

Figura N° 3. Correlacion proteinas-ADN

Flujo de la informacion genética
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4.3.Disefio de la investigacién

4.3.1. Estudio de expresion diferencial de proteoma a gran escala:

Se seleccionaron plantulas de una variedad de papa muy resistente a helada y otra
susceptible. EI proteoma total (producto de la expresion de todo el genoma) sera
extraido después de la exposicion de ambas muestras a -2 °C. Se espera obtener la
informacion de las proteinas méas abundantes después de la exposicién de las plantulas
(resistentes y susceptibles) a bajas temperaturas. Los datos seran tratados por
herramientas de bioinformatica que usan algoritmos para el analisis de este tipo de

datos protedmicos.

Se debe resaltar que el proteoma de un organismo estd compuesto de miles de
proteinas, por lo cual, el trabajo de bioinformatica para el anlisis de estos datos es de

vital importancia.



4.3.2. Andlisis de abundancia de transcritos a nivel de RNA mensajero:
Con la abundancia a nivel de RNA mensajero se realizard un andlisis de Real Time
Polimerase Chain Reaction (RT-PCR). Estos resultados indicaran si existe una

correlacion entre la abundancia de transcritos y el nivel de proteina.

4.3.3. Estandarizacion del test de Polimerase Chain Reaction (PCR)
convencional:

Una vez identificadas las proteinas que podrian ser marcadores de tolerancia (o
susceptibilidad) a bajas temperaturas, se amplificaran los genes a partir del genoma
entero. Una vez estandarizado dicho test, se aplicard en muestras conocidas para
tolerancia y susceptibilidad a bajas temperaturas, verificando su correlacién con los
fenotipos correspondientes. El test estandarizado y probado, puede ser aplicado en
muestras cuyos fenotipos de tolerancia y susceptibilidad a heladas no es conocido.

4.4.Poblacién y muestra

Se seleccionaran genotipos mejorados y que han sido liberados por el INIA en
colaboracion con el CIP, entre ellas, son candidatas las siguientes:

e Altiplano,

e Punenita,

e Venturana,

e Roja ayacuchana,
e Antefiita,

e Tocasina,

e Wanquita,

e Puca Lliclla,

e Pallay Poncho,
e Chujmarina,

e Serranita,

e Colparinay

e Maria Bonita

4.5.Técnicas e Instrumentos de recoleccién de datos

4.5.1. Protedmica de segunda generacion:

Para realizar los andlisis protedrnicos a gran escala se usara la espectrometria de masas

(EM) y HPLC. Esta tecnologia es muy precisa, exacta y robusta. Ademas, esta
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tecnologia permitird comparar el estado de oxidadcion de las muestras en cuestion.
Este aspecto es interesante visto que al parecer en otro factor abidtico como la sequia el
estado de oxidacion de las proteinas parece tener un papel importante (referencia). La
oxidacion de cisteinas, por ejernplo, es una modificacion post traduccional (MPT) que
puede determinar la funcionalidad de la proteina: es decir. Asi como la presencia de un
gen no garantiza su expresion, de igual forma la expresién de la proteina no garantiza

su viabilidad, de ahi la importancia de estudiarlas.

A. Marcaje y Generacion de cromatogramas

Para la cuantificacion de las proteinas en las dos mezclas complejas, las mismas seran
digeridas con tripsina por separado, generando péptidos que luego seran marcados
diferencialmente con is6topos 160/180. Ambas poblaciones de péptidos marcados o
etiquetados seran mezclados y entonces sometidos a una separacién por punto
isoeléctrico, obteniéendose de esta forma fracciones conteniendo péptidos que seran
separados por HPLC y luego analizados por EM. Los péptidos de cada fracciéon a
analizar seran ionizados; los iones entonces seran diferenciados por el analizador en
funcién de su relacion milz que produce una sefial eléctrica que es amplificada por un

detector que se traduce en cromatogramas [16].

B. ldentificacion de péptidos y analisis de datos.

La base de datos de papa (Solanum tuberosum), tripsina bovina, tripsina porcina y
keratina humana seran descargadas de European Bioinformatics Institute Website. La
identificacion a gran escala de péptidos en las bases de datos a partir de los espectros
de masa se realizaran usando el algoritmo SEQUEST (Bioworks 3.2 package, Thermo
Finnigan). Adicionalmente, las basquedas incluiran la modificacién variable en cisteina

para identificar oxidacién en las mismas; también oxidacion en metionina.

4.5.2. Andlisis de expresion a nivel de ARN mensajero:

El producto final de la expresidn de un gen es la proteina, pero el primer producto de la
expresion de un gen es el ARN (&cido ribonucléico) que por su vez sera traducido en
proteina. Es verdad que ni todo el ARN que codifica una proteina (ARN mensajero) es
traducido. Se pretende realizar estudios de abundancia de ARN mensajero transcritos



para verificar si existe una correlacién con la abundancia de proteina, para esto se

utilizaré ensayos de Real Time Polimerase Chain Reaction (RT-PCR)

A. Extraccion de RNA vy disefio de oligonucleotideos iniciadores.

El RNA total sera extraido de cada una las muestras, usando el método de Trizol (se
usara el kit comercial, probablemente de la marca Invitrogen). Para los ensayos de RT-
PCR se utilizara pares de oligonucleotideos iniciadores para cada uno de los
candidatos. Los oligonucleotideos seran disefiados usando el programa Primer Express

Software - Apllied Biosystems.

B. Analisis de los datos.

Se utilizard como normalizador un gen housekeeping Este sera escogido de la lista
generada en los analisis protedmicos. Para la determinacion de la abundancia relativa
de los transcritos y posterior analisis de las razones de expresion se utilizara el método
comparativo AACt [18].

Analisis gendmicos. Los analisis protedmicos usando espectrometria de masas son
caros, por lo cual el disefio experimental plantea verificar los resultados a nivel
gendmico usando Polimerase Chain Raction (PCR) en un termociclador convencional.
Esta técnica es de uso rutinario en laboratorios de biologia molecular y mucho mas

barata.

El objetivo al usar una tecnologia de punta como la protedmica de segunda generacion
es detectar de forma exacta y efectiva los genes que realmente estan siendo expresados
y podrian tener un papel en la generacion del fenotipo de tolerancia a bajas
temperaturas, una vez identificado los candidatos en el Gltimo nivel de expresion de los
genes, el trabajo con todas las demas muestras, se realizaran a nivel de gen con una

tecnologia mas barata y a pequefia escala.

Los oligonucleétidos iniciadores especificos de los genes candidatos seran disefiados y
las condiciones de PCR seran ajustadas a cada caso. La presencia o ausencia de
producto de amplificacion, indicaré la validez del marcador como separador de grupo.

Al aplicar el test a mas muestras, la validacion estadistica se realizard mediante t-

Student para demostrar la significancia estadistica.



V. ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

5.1.Presupuesto

Monto (S/.)
EQUIPOS Y BIENES DURADEROS 128,700
RECURSOS HUMANOS (HONORARIOS) 50,000
SERVICIOS TECNOLOGICOS (TERCEROS) 16,500
PASAJES Y VIATICOS 10,000
MATERIALES E INSUMOS 68,000
OTROS GASTOS ELEGIBLES 23,200.00
GASTOS DE GESTION 18,582

314,982.00

5.2.Bienes

Laboratorio de biotecnologia equipado con:
e Tres estufas de esterilizacion.

e Dos autoclaves
e Dos bafios maria automaticos
e Una estufa de cultivo de bacterias

e Microscopio de transmision de luz con cdmara acoplada.

e Dos refrigeradores — 20 grados.
e Una biocamara.

e Vidrieria de laboratorio

e Una balanza analitica

e Tres balanzas digitales

5.3.Servicios

e Servicio de analisis proteémico en laboratorio externo
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5.4.Cronograma

Enero
Febrero
Marzo Extraccion de las
Abril proteinas
Mayo
2014 Junio
Julio
Agosto
Setiembre Analisis protedmicos
Oc_tubre bioin?orméticos !
Noviembre
Diciembre
Enero
Febrero
Marzo
Abril Selecciodn de los
candidatos para
Mayo confeccion de
iniciadores
2015 Junio
Julio
Agosto Ensayos de RT-PCR
Setiembre
Octubre
Noviembre
Diciembre L .
Enero Disefio de primers y
prueba de los mismos
Febrero
Marzo
Abril Estandarizacion del
Mayo test y eleccién de
2016 \]un)ilo myarcadores
Julio
Agosto .
Setiembre cierre de proyecto
Octubre

5.5.Financiamiento

e Recursos propios de la Universidad para el Desarrollo Andino.

e Fuentes de fnanciamiento a través de Fondos concursables como FINCYT y
FONDECYT y/o através del CONCYTEC.
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